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                                                                                                                                           Resumo 

Resumo 

Entre muitas doenças de veiculação hídrica, a criptosporidiose e a 

giardiose são de particular interesse para a Saúde Pública, porque oocistos de 

Cryptosporidium spp e cistos de Giardia spp. podem persistir por longos 

períodos no ambiente, sendo que estes dois protozoários patogênicos têm sido 

implicados como a causa de muitos surtos epidêmicos de gastroenterites nos 

últimos 25 anos. Em muitos desses surtos, o esgoto doméstico foi incriminado 

como a fonte de contaminação do manancial; os variados métodos de 

tratamento de esgoto não removem totalmente agentes patogênicos, 

evidenciando a necessidade de desinfecção do esgoto tratado antes do seu 

lançamento no corpo hídrico. Uma forma de tratamento de esgoto amplamente 

utilizada é o processo por lodos ativados, onde a degradação da matéria 

orgânica é realizada por bactérias aeróbicas. Em função da resistência de 

Cryptosporidium spp e Giardia spp. ao processo de desinfecção por cloração, a 

radiação por luz ultravioleta (UV) têm sido avaliada como um processo 

alternativo. Para avaliar a eficiência de remoção de oocistos e cistos pelo 

processo de lodo ativado e de um reator de luz UV em inativar oocistos e cistos 

em uma Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) da cidade de Campinas, 3 

tipos de amostras foram selecionados para o estudo: i) afluente (n=53), ii) 

efluente desinfetado por luz UV (n=38) e, iii) efluente sem desinfecção por luz 

UV (n=53). As amostras de afluente foram concentradas por centrífugo-

concentração e as amostras de efluente (desinfetadas ou não por luz UV) 

foram processadas por filtração em membrana de éster de celulose) e, a 

visualização dos protozoários, feita pela reação de imunofluorescência direta, 

com anticorpos monoclonais. A avaliação do processo de desinfecção por luz 
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UV foi realizada com experimento de infectividade animal, inoculando-se 14 

cistos/ camundongos da linhagem BALB/c nude. Cistos de Giardia spp foram 

mais freqüentes e em maior densidade nos três tipos de amostras. Oocistos de 

Cryptosporidium spp. foram observados somente em 2 amostras de afluente e 

em apenas uma amostra de efluente desinfetado por luz UV. O tratamento de 

esgoto pelo processo de lodo ativado reduziu 98,9 % dos cistos e 99,7 % dos 

oocistos. A administração intragástrica de cistos de Giardia spp. desinfetados 

ou não por luz UV em camundongos, resultou na liberação de cistos de Giardia 

spp., nas fezes e trofozoítos foram observados nas lâminas confeccionadas por 

aposição do intestino. Estes resultados indicam que a desinfecção por luz UV 

não foi completamente eficiente na inativação dos cistos de Giardia spp, no 

caso da ETE estudada. 

 

Palavras-chave: Cryptosporidium, Giardia, lodos ativados, UV, desinfecção. 
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Abstract 

Among many water-borne diseases the cryptosporidiosis and giardiosis are 

of particular public health interest, because Cryptosporidium spp. oocysts and 

Giardia spp. cysts can persist for long periods in the environment, and both 

pathogenic protozoa have been implicated as the cause of many outbreaks of 

gastroenteritis in the last 25 years. In many of those outbreaks, the domestic sewer 

was incriminated as to source of contamination of the spring; they varied treatment 

sewage approaches do not remove entirely agent’s pathogens, showing up the 

need of disinfection of the treated effluent before of their launching in the water 

body. A form of address of sewer broadly utilized is the trial by activated sludge 

which way the degradation of the organic matter is carried out by aerobic bacteria 

and, in function of the resistance of Cryptosporidium spp and Giardia spp. to the 

chlorine disinfection, the ultraviolet light (UV) has been evaluated like an alternative 

trial of disinfection. In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts removal 

by the activated sludge process, and by a UV reactor in inactivating cysts and 

oocysts in one Wastewater Treatment Plant (WWTP) in Campinas, three sampling 

points were selected for study: i) influent (n=53), ii) treated effluent with UV 

disinfection (n=38) and iii) treated effluent without UV disinfection (n=53). The 

influent samples were concentrated by centrifugation and effluent samples 

(disinfected with UV light or not) were processed by cellulose esters membrane 

filtration, and protozoan visualization was analyzed by fluorescent monoclonal 

antibody tests. The investigation of disinfection potential by UV light was made with 

infectivity assay. Each mice of linage BALB/c nude were intragastrically inoculated 
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a mean dosage 14 cysts. Giardia spp cysts prevailed with higher density in the 

three different sample types. Cryptosporidium spp. oocysts were observed in only 

2 samples of influent and in just one sample of treated sewage with UV 

disinfection. The treatment by the activated sludge process promoted a reduction 

of 98.9 % of cysts and 99.7 % of oocysts. Gastric intubation of Giardia spp. cysts 

disinfected or not by UV light to mice resulted in cysts released in feces and 

trophozoites were also observed too in intestinal scrapings. The findings of this 

study indicate that disinfection by UV light was not completely efficient regarding 

the inactivation of Giardia spp cysts in the case of the WWTP studied. 

 

Keywords: Cryptosporidium, Giardia, activated sludge, UV, disinfection. 
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Introdução  

 A água é considerada um direito básico do ser humano, porém, este bem 

essencial tornou-se, nos últimos anos, um dos maiores problemas globais, em 

função de sua escassez e qualidade (SMITH et al., 2006). A idéia de que ela se 

extinguirá um dia é questionada por alguns especialistas: previsões de que nos 

países em desenvolvimento, a falta de água potável atingirá cerca de 4 bilhões de 

pessoas nos próximos 25 anos (caso nenhuma intervenção ocorra para frear a 

demanda), são chamadas de “a estratégia da escassez”. Os críticos alegam que 

nestas estimativas, são consideradas tão somente as águas presentes na 

superfície do Planeta, desconsiderando a sua renovação pelo ciclo hidrológico, as 

reservas subterrâneas e, os avanços tecnológicos que permitem que não exista 

um aqüífero inacessível (REBOUÇAS, 2002). Porém, um fato é certo: as reservas 

de água disponíveis, estas sim, são limitadas e, muitas delas, com a sua 

qualidade comprometida. Acrescente-se a este cenário, a desigualdade de 

distribuição que agrava o problema do acesso da população mundial à água de 

boa qualidade. 

Dados da Avaliação Ecossistêmica do Milênio, realizada pela Organização 

Pan-Americana de Saúde (OPAS) iniciada em 2001 e finalizada em 2005, mostra 

que o potencial de disponibilidade “per capita” de água estimado em 1950 era de 

16.800 m3 pessoa/ano enquanto que no ano de 2000, esta taxa teve o valor 

alterado para 6.800 m3 pessoa/ano. Hoje, um terço da população mundial vive em 

áreas sujeitas à pressão da falta de água e, este percentual aumenta à medida 

que aumenta a demanda e o custo do tratamento para torná-la uma água potável 
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(ONU, 2006). 

O Brasil é um país privilegiado quando se refere aos recursos hídricos, 

porém, esta abundância criou, na população, a cultura do desperdício e, no poder 

público, uma falta de consciência onde não são priorizados investimentos para 

proteção e manutenção deste recurso.  

Visando facilitar o planejamento e gerenciamento dos recursos hídricos 

brasileiros, estes, foram subdivididos em 14 grandes bacias hidrográficas 

possuindo características ecológicas, econômicas e climáticas, bem diferenciadas 

(www.ana.gov.br). Esta distinção das características fica clara ao observar que as 

bacias da região nordeste são deficitárias, as da região norte possuem água em 

abundância, as do centro-oeste são exaustivamente utilizadas para irrigação 

agrícola e, as bacias do sudeste encontram-se em tal estado de degradação que 

medidas de controle são necessárias a curto prazo (BRAGA et al., 2002). Fica 

claro também que a quantidade de água está inversamente distribuída em relação 

à população e que a sua qualidade está diretamente ligada a esta concentração 

populacional. 

Atualmente, a sustentabilidade dos corpos d’água é uma prioridade para as 

indústrias de água em todo mundo, uma vez que, a saúde pública e ambiental 

está diretamente ligada à água de boa qualidade. Esta preocupação era restrita às 

sociedades de países em desenvolvimento, onde a distribuição de água tratada e 

o esgotamento sanitário, em geral, são mais precários.  

Segundo estudos da Organização das Nações Unidas (2006), no início do 

século XX, 44,0 % do número de mortes nos Estados Unidos foram por doenças 
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infecto-contagiosas, e as doenças transmitidas pela água contribuíram com um 

quarto deste percentual. Além disso, após o grande surto de criptosporidiose 

(causado pelo protozoário Cryptosporidium spp.) que aconteceu em Milwaukee 

(EUA) em 1993, ficou evidente que patógenos podem ser veiculados mesmo em 

águas que cumpram o padrão de potabilidade exigido às Estações de Tratamento 

pelas legislações vigentes de cada país. Com isto, estes patógenos podem 

desencadear epidemias de grandes dimensões como a de Milwaukee, que 

acometeu mais de 400.000 mil pessoas, causou 100 mortes e gerou um custo de 

96 milhões de dólares ao governo americano, não sendo levado em consideração 

o valor das indenizações pessoais (MAC KENZIE et al., 1994; CORSO et al., 

2003).  

Atualmente, outros países desenvolvidos como Reino Unido, França e 

Canadá, já registraram várias epidemias causadas por veiculação hídrica (SMITH 

et al., 2006) embora elas representem apenas 1,0 % da mortalidade total da 

população (ONU, 2006). Estes países compartilham da crescente preocupação 

com a qualidade dos recursos hídricos, que são fontes de captação para 

tratamento e distribuição de água para a população.  

Hipócrates, no século V a.C. foi o primeiro a desvincular as doenças 

humanas do mundo mágico e sobrenatural e, relacioná-las às características 

ambientais e, já naquela época, o “pai da medicina” tinha uma grande 

preocupação com a qualidade da água ingerida por seus pacientes (SEVALHO, 

1993). Assim, mesmo que por intuito, a idéia de que microorganismos causadores 

de doenças ao homem, estavam presentes na água é muito antiga. Existem 
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registros de que os povos da Mesopotâmia, do Oriente e do Egito antigo, tratavam 

a água através dos processos de sedimentação e de filtração (BRANCO, 2002). 

Já no século XVII, a concepção de que as condições sanitárias ruins 

estavam ligadas a enfermidades, surgiu com as grandes epidemias, que 

assolaram a Europa. Porém, achava-se que as doenças eram transmitidas pelo ar, 

onde as altas temperaturas da época seca produziriam uma destilação química 

das águas pantanosas e que substâncias voláteis decorrentes deste processo 

seriam transportadas pelo vento, causando as doenças infecciosas e os surtos 

epidêmicos (SEVALHO, 1993). 

No século XIX, em 1847, ocorreu na Inglaterra uma reforma sanitária 

idealizada por Chadwick, que introduziu o uso da descarga hidráulica nos vasos 

sanitários, ligando-os à rede pública de esgoto com o objetivo de diluir os dejetos 

nas águas dos rios que, até então, recebiam apenas águas pluviais (BRANCO, 

2002). Tal procedimento resultou nas grandes epidemias de cólera e disenteria, 

que dizimaram a população européia nas décadas seguintes, sendo o primeiro 

relato de doença de veiculação hídrica por microorganismos feito em 1879, em 

função de uma epidemia de Tifo (GAJADHAR e ALLEN, 2004). Desde então, a 

contaminação dos mananciais só tem crescido, fazendo com que nos últimos 25 

anos houvesse um grande aumento no número de enfermidades veiculadas 

através da água. Um dos fatores mais importantes na dispersão dessas doenças é 

o adensamento populacional, uma vez que em países pobres ele, freqüentemente, 

é mal ordenado e com falhas nas infra-estruturas sanitárias. Porém, estima-se que 

no final do século 21, 50,0 % da população mundial estará vivendo em centros 
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urbanos. No Brasil a taxa média da população urbana já é de 76,0 %, sendo 

concentrada nas regiões metropolitanas. O Estado de São Paulo, por exemplo, 

possui 91,0 % de sua população vivendo nas cidades (ONU, 2006; TUCCI, 2002).  

O adensamento populacional provoca, além de outros problemas, por falta 

de infra-estrutura, a conseqüente geração de um grande volume de resíduos 

líquidos e o aumento na demanda por água potável, criando assim um círculo 

vicioso. Na relação consumo formação de despejos, um agravante do problema é 

que o consumo humano de água vai muito além das necessidades biológicas. Nos 

últimos cem anos, o aumento na demanda por água foi duas vezes maior que o 

percentual de crescimento populacional, evidenciando que o ser humano cria 

necessidades secundárias, sendo estas maiores, quanto maior for o poder 

econômico da sociedade (ONU, 2006).  

No Brasil levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE) de 2002 aponta que dos 5.500 municípios brasileiros, 97,9 % contam com 

abastecimento de água, mas, cobrindo apenas 63,9 % do número dos domicílios e 

com grande desigualdade regional. Segundo este estudo, embora o volume de 

água distribuído tenha crescido 57,9 % no período de 1989 a 2000, a proporção 

de água não tratada dobrou. Hoje equivale a 7,5 % do volume total distribuído 

diariamente. 

Segundo o IBGE (2002), em relação ao esgotamento sanitário, 47,8 % dos 

municípios não possuem rede pública de coleta de esgoto. Cerca de 32,0 % deles 

coletam e apenas 20,2 % dos municípios coletam e tratam o esgoto que recolhe 

das residências. Isto indica que cerca de 80,0 % de todo o esgoto produzido no 
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país é descartado in natura nos mananciais, fazendo da água uma importante 

fonte dispersora de patógenos.  

A lista dos agentes patogênicos à saúde humana é vasta, compreendendo 

desde vírus, bactérias, fungos até protozoários e helmintos (NITHIUTAHI et al., 

2004; OTTOSON et al., 2006) e as formas infectantes destes agentes, são 

liberadas via fezes e/ou urina dos hospedeiros infectados, fazendo com que o 

esgoto doméstico seja uma das mais importantes fontes de contaminação 

ambiental (MACPHERSON, 2005; MONTEMAYOR et al., 2005), causando assim 

um grande impacto na saúde pública e ambiental. Em geral, a maioria destes 

agentes de veiculação hídrica, ao serem ingeridos, tem como principal 

sintomatologia os processos diarréicos, o que fecha o ciclo de transmissão das 

enfermidades. Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) mostram que 88,0 

% das mortes por diarréia em todo o mundo, são causadas por ingestão de água 

contaminada ou saneamento inadequado. Das 1,8 milhões de pessoas que vão a 

óbito por ano em função desta patogenia, 90,0 % são crianças com menos de 5 

anos de idade (ONU, 2006). 

A diarréia mata cinco vezes mais crianças do que o vírus da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA) e é, hoje, a segunda principal causa de 

mortalidade infantil, após as doenças respiratórias. Isto ocorre porque mais de 1 

bilhão de pessoas têm carência de água potável e, 2,6 milhões não têm acesso a 

saneamento adequado (ONU, 2006).  

Embora a contaminação dos recursos hídricos também ocorra por meio da 

drenagem das pastagens e, de adubação orgânica utilizada na agricultura, a 
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avaliação molecular de amostras colhidas de vários surtos de doenças de 

veiculação hídrica tem atribuído ao esgoto doméstico, como sendo a principal 

fonte de contaminação dos mananciais, entre eles, no surto de Milwaukee (EUA -

1993) (MACPHERSON, 2005; AIYUK et al., 2006; OTTOSON et al., 2006). 

Denomina-se esgoto sanitário o líquido resultante da água utilizada nas 

atividades domésticas, públicas, comerciais e industriais. O resíduo gerado pelas 

indústrias tem uma composição variável, conforme o tipo de indústria e o produto 

produzido. O doméstico e/ou comercial tem sua origem nas edificações que 

dispõem de banheiros, lavanderias e pias. Diferente do esgoto industrial a 

composição do esgoto doméstico e/ou comercial não apresenta grandes variações 

qualitativas, tendo sua composição assim fracionada: 99,9 % de água e 0,1 % de 

sólidos. Por causa desta pequena fração sólida, onde se encontram os patógenos, 

é que o esgoto precisa ser tratado antes da sua disposição no ambiente. 

Os processos de tratamento de esgoto doméstico são realizados com base 

na ação de bactérias aeróbias ou não na degradação da matéria orgânica, sendo 

que variações na estrutura do armazenamento e no tempo de detenção do esgoto 

caracterizam os vários tipos de tratamento coletivos, tais como: o sistema de lodos 

ativados, lagoas de estabilização, UASB (digestor anaeróbio de manta de lodo e 

fluxo ascendente) e filtros anaeróbios convencionais. De uma maneira geral, estes 

diferentes processos não apresentam uma eficiência de 100 % na remoção dos 

patógenos e, não são todas as Estações de Tratamento de Esgoto (ETE), que 

possuem a etapa de desinfecção do efluente antes do seu lançamento no corpo 

receptor; além disso, a cloração que é o processo de desinfecção atualmente mais 
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disseminado, na dosagem e tempo rotineiramente utilizados não é efetiva na 

inativação das formas de resistência de algumas espécies de patógenos. 

Assim, maior atenção por parte dos centros de pesquisas, de tecnologia e 

do governo, deve ser dada à questão do tratamento de esgoto, uma vez que 2 

milhões de toneladas deste resíduo são lançadas diariamente em corpos d’água 

em todo o mundo (COFIE et al., 2006), fazendo deste processo uma importante 

ferramenta de redução do impacto deste resíduo no ambiente.  
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Revisão da Literatura 

Água e saneamento são assuntos importantes no que tange o combate à 

pobreza e a fome, na promoção de vidas longas e saudáveis e, na redução da 

mortalidade infantil. Esta intrínseca relação entre ambos com a saúde humana 

ocorre em função da atual situação quali e quantitativa dos recursos hídricos, que 

em sua maioria encontram-se contaminados com substâncias tóxicas ou agentes 

patogênicos causadores de enfermidades ao homem e a outros animais.  

Uma vez contaminada, a água pode disseminar uma infinidade de agentes 

causadores de doenças como vírus, bactérias, fungos, helmintos e protozoários 

que, de uma forma geral, possuem formas dotadas de grande resistência e 

capacidade de sobrevivência e dispersão no ambiente, alcançando desta forma, 

novos hospedeiros.  

Pesquisas estão sendo realizadas em todo o mundo, com o intuito de se 

conhecer melhor a biologia, a ecologia, e a dinâmica dos agentes patogênicos no 

ambiente aquático, em vários tipos de amostras hídricas, além daquelas que 

buscam o desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias, que melhorem os 

processos de tratamento e de desinfecção da água e do esgoto. Esta 

preocupação se dá porque os mananciais, que são usados como fonte de 

captação para tratamento e distribuição de água para a população servem ainda, 

como corpo receptor do efluente originado, tratado ou não pelo homem. 

 

1. Surtos de veiculação hídrica de criptosporidiose e giardiose 

Atualmente, enfermidades humanas onde os agentes etiológicos são 

veiculados pela água não estão mais restritas geográfica ou economicamente, 
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pois se tornaram uma preocupação global, atingindo também os países 

desenvolvidos (GAJADHAR e ALLEN, 2004). 

Somente nos Estados Unidos, nos últimos 25 anos, aconteceram 740 

surtos de veiculação hídrica, totalizando 571.373 casos e cerca de 100 mortes. 

Trezentos e quarenta e nove destes surtos não tiveram sua etiologia identificada, 

porém, quando identificada, os protozoários foram a principal causa na maioria 

deles (n=148), seguido das bactérias, dos agentes químicos e dos agentes virais 

(CRAUN et al., 1998). 

Infecções intestinais por protozoários estão associadas a altas taxas de 

morbidade e mortalidade, com mais de 58 milhões de casos/ano em todo o mundo 

e, com custos diretos na ordem de US$ 15 milhões (SAVIOLI et al., 2006). É então 

compreensível que hoje, entre os vários agentes patogênicos com potencial de 

veiculação hídrica, os protozoários sejam uma preocupação constante para as 

indústrias produtoras de água potável (QUINTERO-BETANCOURT et al., 2003; 

MACPHERSON, 2005).  

Em nível mundial, os protozoários foram a causa de 325 surtos epidêmicos 

de veiculação hídrica nos últimos anos, ocorridos nos Estados Unidos e Europa, e 

entre as várias espécies, como Entamoeba histolytica e Cyclospora cayetanensis, 

destacaram-se Cryptosporidium spp. e Giardia spp. que foram os agentes 

etiológicos de 50,8 % e 40,6 % destes surtos, respectivamente (KARANIS et al., 

2007). Estes protozoários causam gastroenterite no homem e em outros animais; 

Cryptosporidium spp. é, atualmente considerado um patógeno emergente 

enquanto Giardia spp., um patógeno re-emergente (MONIS e THOMPSON 2003; 

HUNTER e THOMPSON, 2005), pois as enfermidades criptosporidiose e a 
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giardiose, respectivamente, apresentaram um aumento da incidência em humanos 

nas últimas duas décadas e há perspectiva do aumento de casos em um futuro 

próximo (LUNA, 2002). 

Muitos fatores contribuíram para a emergência e re-emergência destes 

protozoários: i) o aumento populacional; ii) a globalização, que facilita o transporte 

de pessoas infectadas e/ou alimentos contaminados de um lado para o outro do 

planeta, num curto período de tempo; iii) o advento da SIDA e de tratamentos que 

debilitam o sistema imunológico humano, como a quimioterapia e as drogas 

imunossupressoras para transplante de órgãos; iv) a característica zoonótica de 

algumas espécies dos parasitos; v) a baixa dose necessária para causar a 

infecção; vi) a eliminação, pelo hospedeiro, de um grande número de formas 

infectantes; vii) fatores sociais (como o envelhecimento da população) e políticos 

e, viii) a resistência destas formas ao estresse ambiental e aos desinfetantes 

usados nos processos de tratamento de água e esgoto (TUCCI, 2002; 

GAJADHAR e ALLEN, 2004). 

O grande potencial de veiculação hídrica destes protozoários fica evidente 

nos surtos ocorridos nos Estados Unidos, Japão, Canadá, Itália, Inglaterra, 

Austrália e Nova Zelândia, registrados no período de 1984 a 1999. De 83 surtos 

epidêmicos de criptosporidiose, 72 deles foram transmitidos diretamente pela 

água, seja através de água potável ou águas recreacionais. Neste levantamento, 

não foi levado em conta os surtos transmitidos por alimentos que podem ter sido 

contaminados com os oocistos, via a água de irrigação (FAYER et al., 2000).  

Giardia spp. é considerado um contaminante comum de águas superficiais 

nos Estados Unidos (CHAURET et al., 1995) o que levou os norte-americanos a 
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estipularem e adotarem padrões mais rígidos para o tratamento de água, uma vez 

que, em vários surtos epidêmicos de veiculação hídrica, não houve correlação 

entre a presença destes protozoários e de indicadores de contaminação fecal 

como os coliformes totais e os termotolerantes (LEMARCHAND e LEBARON, 

2003). 

Na Inglaterra e no País de Gales, 89 surtos epidêmicos de doenças 

infecciosas intestinais ocorreram por veiculação hídrica entre 1992 e 2003 e, em 

70,0 % delas o agente etiológico foi Cryptosporidium spp. e em 2,0 %, a causa foi 

Giardia spp. Dos 35 surtos onde a contaminação ocorreu em piscinas, 33 deles foi 

de criptosporidiose e 2 de giardiose. Neste tipo de ambiente há a possibilidade de 

ocorrer acidentes fecais, principalmente com crianças, propiciando a 

contaminação. Os outros 54 surtos foram veiculados pela água potável, que havia 

sido captada, tratada e distribuída à população por Estações de Tratamento de 

Água (ETA) públicas ou privadas (SMITH et al., 2006b). 

No Brasil, surtos de protozoários por veiculação hídrica têm sido 

registrados. No final de 2001 e início de 2002, o protozoário Toxoplasma gondii foi 

transmitido via água distribuída à população na cidade de Santa Isabel do Ivaí /Pr 

e, acometeu severamente cerca de 290 pessoas, sendo o maior surto de 

toxoplasmose por veiculação hídrica registrado em todo o mundo (MOURA et al., 

2006). 

Outros dois surtos ocorreram nas cidades de General Salgado/SP (em 

2000-2001) e Antonina/Pr (2001), onde a água distribuída para a população, 

veiculou o protozoário Cyclospora cayetanensis que causa gastroenterite no 

homem (Funasa, 2002; Zini et al., 2004). 
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Embora nenhum surto de Cryptosporidium spp. ou Giardia spp., por 

veiculação hídrica tenha sido devidamente registrado em nosso país, fica evidente 

a fragilidade dos sistemas de distribuição de água no Brasil e, a real possibilidade 

de ocorrência de surtos destes protozoários por veiculação hídrica em função da 

freqüente contaminação de nossos mananciais por estes patógenos.  

Desde que as pesquisas para detecção de Cryptosporidium spp. e Giardia 

spp. em amostras ambientais se iniciaram no Brasil, eles estão sendo detectados 

nos recursos hídricos brasileiros. Dias Júnior (1999) detectou a presença de 

oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em águas superficiais e 

de esgoto da cidade de Araras/SP e, Farias et al., (2002) detectaram a presença 

de oocistos em água de um córrego e de esgoto na cidade de São Paulo/SP. 

Em um levantamento realizado em 28 mananciais do Estado de São Paulo, 

5,0 % deles foram positivos para Cryptosporidium spp. e 31,5 % para Giardia spp. 

e, o rio Atibaia, principal fonte de captação de água para tratamento e distribuição 

da cidade de Campinas/SP, foi considerado um dos pontos críticos, com 

concentração de 521 cistos/litros (HACHICH et al., 2004). Franco et al., (2001) 

também detectaram oocistos e cistos destes protozoários na água bruta do Rio 

Atibaia, com concentração de 57,5 cistos e 54,1 oocistos/0,5 litro.  

Estudos comparativos sobre o risco de surtos epidêmicos de 

criptosporidiose por veiculação hídrica sugerem que ações como o conhecimento 

da fonte de contaminação e alterações no tratamento, devam ser tomadas caso 

números ≥ 3 a 30 oocistos ou cistos/100 litros de água tratada sejam encontrados, 

pois já indica risco de surto epidêmico (CARMENA et al., 2007). 
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Embora com muitos registros de surtos epidêmicos através da água, desde 

a década de 80, Cryptosporidium spp. só passou a ser considerado um problema 

de saúde pública após o episódio de Milwaukee (Wisconsin – Estados Unidos) em 

1993. Este surto marcou o início de vários estudos sobre este parasito, pois 

apresentou números significativos como: 403 mil pessoas infectadas e 100 

mortes, sendo considerado, que estes números podem ter sido subestimados, 

uma vez que somente pessoas com o sintoma de diarréia aquosa foram 

consideradas no levantamento oficial (MAC KENZIE et al., 1994). Além disso, 

causou um gasto de U$ 96,2 milhões aos cofres públicos sendo U$ 31,7 milhões 

de custos médicos e 2 vezes mais (cerca de U$ 64,6 milhões) em perda de 

produtividade (SUNNOTEL et al., 2006; FAYER, 2004). O fator mais alarmante 

deste surto foi o fato dos oocistos de C. hominis (genótipo Ib) chegarem à 

população através da rede pública de distribuição de água após o tratamento 

convencional, onde a água atingia todos os padrões estabelecidos pela legislação 

vigente e, o esgoto doméstico ter sido a causa de contaminação do manancial 

utilizado na captação da água bruta (MAC KENZIE et al., 1994; PENG et al., 1997; 

SUNNOTEL et al., 2006).  

Durante o outono e inverno de 2004 e 2005, na Noruega, um surto de 

giardiose de veiculação hídrica acometeu mais de 1.500 pessoas, sendo 

considerado um dos maiores surtos em número de pessoas afetadas. Os cistos 

foram transmitidos via água potável onde a ETA não possuía sistema de 

tratamento por filtração e utilizava a cloração como processo de desinfecção 

(ROBERTSON et al., 2006). Uma investigação molecular de amostras fecais 

obtidas durante este surto indicou que a maioria dos isolados de Giardia spp. 
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estava relacionado ao subgenótipo BIII (ROBERTSON et al., 2007), genótipo da 

assembléia B com reconhecido potencial zoonótico. Assim como no surto de 

criptosporidiose de Milwaukee (EUA), um pequeno número de cistos foram 

detectados na água e o esgoto doméstico foi a provável fonte de contaminação do 

recurso hídrico (ROBERTSON et al., 2006).  

Em função dos múltiplos modos de transmissão, surtos de criptosporidiose 

e giardiose podem se iniciar a partir de uma fonte comum e, em seguida, ter uma 

propagação continua através do contato direto pessoa-à-pessoa dentro de uma 

comunidade (KATZ et al., 2006). Assim, em 2004, a criptosporidiose e a giardiose 

foram incluídas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) e Organização Pan-

Americana de Saúde (OPAS), na lista da “Iniciativa das Doenças Negligenciadas”, 

pois, juntamente com vírus e bactérias fazem parte de um complexo grupo que 

restringem o desenvolvimento e a melhoria socioeconômica, não permitindo que 

alguns países desenvolvam todo o seu potencial (SAVIOLI et al., 2006). 

 

2. Cryptosporidium spp. 

Desde que o pesquisador Ernest E. Tyzzer descreveu o protozoário 

Cryptosporidium spp. parasitando o estômago do rato Mus musculus, no ano de 

1907, muitas pesquisas foram realizadas sobre este parasito e várias espécies 

foram identificadas. Do início do século 20 até 1955, apenas 3 espécies de 

Cryptosporidium foram descritas: C. muris, C. parvum e C. meleagridis. O primeiro 

registro de criptosporidiose humana ocorreu em 1976 e em 1977 foi feito o 

primeiro relato deste parasito em répteis (FAYER, 2004). Com o advento da SIDA 

na década de 80, o número de casos em humanos aumentou e, após o relato feito 
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pelo Centro de Controle de Doenças dos Estados Unidos (CDC) de que 21 

pessoas HIV+ de diferentes cidades apresentavam criptosporidiose, este 

protozoário passou a receber maior atenção por parte dos pesquisadores 

tornando-se, nos anos seguintes, o agente etiológico de uma das mais sérias e 

penosas infecções oportunistas associada a este grupo de pessoas (TZIPORI e 

WARD, 2002). 

As espécies do gênero Cryptosporidium pertencem ao filo Apicomplexa, 

classe Sporozoasida, ordem Eucoccidiida e família Cryptosporidiidae e diferem de 

outros coccídios do grupo, pelo fato de serem resistentes aos desinfetantes, por 

não haver ainda uma droga eficaz no seu controle, possuírem habilidade de auto-

infecção, pois produzem oocistos de parede fina e, pela sua localização na célula 

hospedeira. A taxonomia do gênero Cryptosporidium ainda é controversa e foi 

fundamentada em critérios como: a morfologia dos oocistos, a presumível 

especificidade pelo hospedeiro e, em estudos de transmissão cruzada (MONIS e 

THOMPSON, 2003). A partir de 1990, o uso das ferramentas moleculares causou 

um grande impacto no esclarecimento da classificação deste grupo com a 

avaliação, por exemplo, do locus gênico 18S rDNA, da proteína da parede do 

oocisto (COWP) e, da proteína de choque térmico (HSP70), que auxiliaram no 

agrupamento das espécies as quais, em alguns casos, possuem genótipos com 

variações maiores do que as observadas entre espécies (CACCIÒ et al., 2005). 

O gênero Cryptosporidium compreende 16 espécies, sendo 7 delas com 

reconhecida capacidade para infectar o ser humano, isoladas ou 

concomitantemente (Tabela 01). Até o momento, mais de 30 genótipos são 

reconhecidos, porém, à medida que mais dados sobre a sua biologia e suas 
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características ecológicas sejam realizados, alguns desses genótipos podem ser 

elevados ao nível de espécie. De qualquer forma, o alto número de genótipos 

reconhecidos atualmente, indica a grande diversidade genética do gênero 

(SANTÍN et al., 2007), sendo que o conhecimento de genótipos e sub-genótipos 

pode auxiliar no entendimento da dinâmica de transmissão deste parasito, em 

uma determinada população de hospedeiro (GATEI et al., 2007).  
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Tabela 1. Taxonomia das espécies de Cryptosporidium, sítio de localização 
no hospedeiro e os seus principais hospedeiros.  

 
 

Espécie e o sítio de localização 
____________________________________________
     Estomacal                               Intestinal  

 
Principais hospedeiros 

                                                    C.andersoni  Bovinos 

C. bovis Ruminantes 

                                                    C. baileyi  Pássaros 

                                                    C. canis Canídeos e humanos 

                                                    C. felis  Felinos e humanos 

C. galli  Pássaros 

                                                   C. hominis Humanos e macacos 

                                                   C. meleagridis  Pássaros e humanos 

C. molnari Peixes 

C. muris Roedores e humanos 

                                                  C. parvum (genótipo 2 ou C) Ruminantes e humanos 

                                                  C. saurophilum Lagartos e cobras 

C. serpentis Cobras e lagartos 

                      C. suis Suínos e humanos 

                                                 C scophithalmi Peixes 

                                                 C. wrairi Porcos da Índia 

Fonte: Cacció et al., 2005 e Sunnotel et al., 2006. 

 

C. parvum é considerada pelos especialistas como um complexo de 

espécies com distintos genótipos e, inicialmente, reconheciam-se 2 genótipos: o 

genótipo humano (1 ou H) e o genótipo bovino (2 ou C). Hoje, é aceito o genótipo 

humano como uma nova espécie: C. hominis que possui, quando comparado com 

C. parvum (2 ou C), diferenças genéticas, de hospedeiro, na distribuição das 

lesões, na intensidade da infecção, na eliminação de oocistos e, nos sintomas da 

parasitose (CACCIÓ et al., 2005; MORGAN-RYAN et al., 2002). A distribuição 

geográfica e a sazonalidade da infecção também difere entre estas duas espécies: 
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estudos de prevalência e epidemiologia molecular indicam que C. hominis é mais 

freqüente nas Américas, África, Ásia e Austrália e durante as estações do verão e 

outono, enquanto que C. parvum genótipo bovino, é o principal agente etiológico 

da parasitose na Europa (principalmente Inglaterra), sendo mais freqüente em 

áreas rurais que urbana e, durante a estação da primavera (CACCIÓ et al., 2005).  

C. hominis e C. parvum genótipo bovino são as espécies mais detectadas 

no ser humano; C. hominis já foi detectado naturalmente em peixe-boi marinho, 

em bovinos e, experimentalmente em ovinos. C. parvum genótipo bovino infecta 

em condições naturais o homem e outros ruminantes além do gado e, em 

condições experimentais camundongos, ratos e cães (FAYER, 2004; CACCIÓ et 

al., 2005). 

Recentemente, Slapeta (2006) propôs a denominação específica de C. 

pestis n. sp. para o genótipo bovino de C. parvum porém, esta classificação foi 

considerada inválida por Xiao et al. (2007), que alegaram que na identificação 

desta nova espécie, o autor não levou em consideração as orientações 

estabelecidas no ∗Simpósio de Taxonomia do gênero Cryptosporidium necessárias 

para se denominar uma nova espécie, que são: a análise morfométrica dos 

oocistos, a caracterização genética de pelo menos três marcadores e com 

sequenciamento de 3 locus gênico diferentes, a demonstração natural de 

especificidade do hospedeiro e, as normas do Código Internacional de 

Nomenclatura Zoológica – CINZ. Porém, como a controvérsia é uma característica 

                                                 
∗ Sixth International Meeting on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious 
Diseases, Paris, France, July 2002. 
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na taxonomia de Cryptosporidium, a discussão continua e, Slapeta (2007) decidiu 

manter a denominação de C. pestis para o genótipo bovino de C. parvum. 

Por outro lado, Xiao et al. (2004) propõe que a denominação C. parvum 

seja referência apenas para designar o genótipo bovino desta espécie. Para 

outros genótipos do complexo C. parvum, seria colocado apenas o gênero 

Cryptosporidium seguido da genotipagem, ficando o conceito assim estabelecido: 

Cryptosporidium genótipo cervídeo (e não C.parvum genótipo cervídeo) ou 

Cryptosporidium genótipo de macaco (e não C. parvum genótipo de macaco). 

Embora provocando muito debate, a questão taxonômica e molecular, do 

ponto de vista da epidemiologia da criptosporidiose é muito importante, pois a 

presença, por exemplo, de C. parvum (genótipo bovino) na água, não indica 

necessariamente que a fonte de contaminação não teve origem humana 

(HUNTER e THOMPSON, 2005), entretanto é importante considerar que não 

existem métodos fáceis e rápidos para identificação das espécies e seus 

genótipos, dos oocistos recuperados em amostras ambientais (BOWMAN, 2005).  

Além de C. hominis e C. parvum, outras espécies de Cryptosporidium como 

C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. suis, C muris e Cryptosporidium genótipos 

cervídeo e de macacos, podem infectar pessoas com o sistema imunológico 

debilitado ou não. Entre estas espécies, C. meleagridis, originalmente descrito em 

aves, tem apresentado um aumento de detecção em pessoas imunocompetentes 

sendo considerado hoje como um protozoário emergente e, o responsável por 11 

% das infecções em indivíduos imunocomprometidos no Reino Unido (MONIS e 

THOMPSON, 2003; CACCIÓ et al., 2005). 
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Desta forma, muitos pesquisadores têm sugerido que todas as espécies de 

Cryptosporidium possam ser consideradas como potencialmente infectantes para 

o ser humano, fator agravante em função dos indivíduos imunocomprometidos e 

da reconhecida característica zoonótica de algumas espécies de Cryptosporidium 

(FELTUS et al., 2006).  

O ciclo das espécies de Cryptosporidium é monoxênico, com duas fases de 

desenvolvimento, uma assexuada e outra sexuada ocorrendo no mesmo 

hospedeiro. Os oocistos são pequenos, com um tamanho que varia de 4 a 6 µm e 

que abriga 4 esporozoítos, que são liberados na luz intestinal após a ingestão dos 

oocistos. Cryptosporidium spp. possui alta eficiência de infecção considerando-se, 

a baixa dose infectante e a rapidez com que os esporozoítos localizam, atacam e 

invadem os enterócitos  (célula hospedeira), colonizando-os com muita habilidade. 

Na fase assexuada de merogonia eles se multiplicam no interior da célula 

infectada ou, invadem outras células vizinhas; segue-se então a formação de 

micro e macrogametócito com fertilização e formação de zigoto (fase sexuada). 

Nesta fase de esporogonia, uma característica interessante deste protozoário, é a 

formação de 2 tipos de oocistos: de parede grossa (80,0 %) e de parede fina (20,0 

%). Oocistos de parede fina são responsáveis pela auto-infecção e os oocistos de 

parede espessa são eliminados já infectantes nas fezes do hospedeiro na ordem 

de 108 oocistos/gramas de fezes (FAYER et al., 2004), sendo, portanto a 

contaminação de outro hospedeiro pela via fecal-oral e podendo ocorrer de forma 

direta ou indireta. 

As formas diretas de transmissão de Cryptosporidium spp. são: o contato 

pessoa-à-pessoa, pessoa-animal (configurando transmissão zoonótica e 
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comprovada para algumas espécies de Cryptosporidium), a atividade sexual e, a 

inalação dos oocistos. 

Na transmissão direta de Cryptosporidium spp. envolvendo o ser humano, 

existem dois principais ciclos bem estabelecidos: o antroponótico e o zoonótico. O 

primeiro é resultado do contato inter-pessoal, sendo a única via de transmissão 

para a espécie C. hominis. Esta forma de transmissão é um fator epidemiológico 

importante da criptosporidiose sendo, com freqüência a via de transmissão dos 

surtos registrados em creches. No Brasil, a prevalência de Cryptosporidium spp. 

em crianças que freqüentam creches, varia entre 1,0 % e 20,0 %, e é apontado 

como uma das causas mais comuns de diarréia em crianças (ROSE et al., 2002), 

com registros de surtos epidêmicos de diarréia causados por C. hominis 

(GONÇALVES et al., 2006) 

No ciclo zoonótico, a transmissão ocorre em função do contato do homem 

com outro animal, sendo a principal rota de transmissão para C. parvum, genótipo 

bovino. Ressalte-se que a criptosporidiose é de grande interesse para a Medicina 

Veterinária, não só por ser uma fonte de dispersão e infecção para o ser humano, 

mas também porque acarreta grande perda econômica com os animais infectados 

(RAMIREZ et al., 2004).  

Nos Estados Unidos, o gado é freqüentemente parasitado com um sub-

genótipo que também acomete o homem (XIAO et al., 2007) e, no Brasil, 

prevalências de até 72,0 % são detectadas nos rebanhos (EDERLI et al., 2004; 

BONFIM, 2006). Em suínos, a prevalência desta parasitose é menor: varia de 1,0 

% a 7,0 % no Brasil, mas pode chegar até 21,0 % em países como o Canadá e 

Espanha (NISHI et al., 2000; RAMIREZ et al., 2004). Informações sobre eqüinos 
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são escassas, porém uma prevalência de 100 % foi observada nos Estados 

Unidos. Em cavalos, o monitoramento de Cryptosporidium spp. é importante em 

função da parasitose ser assintomática, por causa da atividade recreativa 

praticada com estes animais e do uso terapêutico (RAMIREZ et al., 2004).  

Animais de estimação como cães, gatos e aves são parasitados por C. 

canis, C. felis e C. meleagridis e C. baileyi, respectivamente (RAMIREZ et al., 

2004; HUNTER e THOMPSON, 2005). Animais silvestres também são acometidos 

por Cryptosporidium spp. As espécies C. parvum e C. muris foram detectadas em 

pequenos mamíferos silvestres da Mata Atlântica brasileira (DALL’OLIO e 

FRANCO, 2004). 

Indivíduos HIV+ e homossexuais masculinos apresentam alta prevalência 

de Cryptosporidium spp. com estudos correlacionando a transmissão da 

parasitose à pratica de sexo anal (ESFANDIARI et al., 1995; PEDERSEN et al., 

1996). Infecções pulmonares e a detecção de oocistos no aspirado pulmonar de 

indivíduos HIV+ e em crianças, evidencia a possibilidade de aquisição desta 

parasitose por inalação dos oocistos (TZIPORI e WARD, 2002). 

Indiretamente, oocistos de Cryptosporidium spp. podem ser adquiridos por 

vetores, pelo contato com objeto ou superfície contaminada e, pela ingestão de 

alimento ou água contaminada.  

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados aderidos ao corpo de 

baratas da espécie Periplaneta americana, inseto altamente antroponótico e que 

haviam sido capturadas de domicílios com crianças portadoras de 

criptosporidiose. Registros de oocistos no corpo de moscas e besouros também já 
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foram feitos, sugerindo que estes insetos possam atuar como disseminadores 

deste protozoário (FAYER et al., 2000).  

Em hospitais e creches a possibilidade de transmissão da parasitose pelo 

contato com superfície ou objeto contaminado é maior, uma vez que crianças 

assintomáticas e que utilizam fraldas, podem funcionar como reservatório e fonte 

de dispersão do protozoário (HUNTER e THOMPSON, 2005). 

Os alimentos, principalmente os ingeridos crus como as verduras folhosas, 

frutas e moluscos marinhos têm sido considerados veículos potenciais de 

Cryptosporidium spp. Surtos epidêmicos de veiculação alimentar de 

criptosporidiose têm ocorrido em países desenvolvidos ou não (ALI e HIL, 2003). 

Estes alimentos podem ser contaminados através da fertilização do solo com 

fezes de outros animais, pelo uso de lodo de esgoto como fertilizante e 

condicionador de solo, pelos trabalhadores que manipulam o alimento durante a 

colheita e seu preparo, pelo contato com superfície contaminada onde o alimento 

é preparado e empacotado ou, pela água de irrigação de baixa qualidade (FAYER 

et al., 2000).  

Nos Estados Unidos cerca de 10,0 % dos casos de criptosporidiose foram 

adquiridas pelo alimento, e o registro de pelo menos 3 surtos epidêmicos de 

criptosporidiose associadas ao consumo da bebida à base de cidra de maçã, 

indica que possíveis problemas nas plantas de pasteurização podem alterar a 

eficiência deste processo em inativar Cryptosporidium spp. (BLACKBURN et al., 

2006). Entre 1992 e 2000, na Inglaterra, ocorreram 3.700 casos de veiculação 

alimentar desta parasitose com 3 mortes registradas (SMITH et al., 2006a).  
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Mas atualmente é a veiculação hídrica de Cryptosporidium spp. 

considerada a principal forma de transmissão, sendo que a maioria dos 160 surtos 

epidêmicos os quais ocorreram nos últimos 15 anos tiveram a água como fonte de 

transmissão (FINNE-RIMNHANEN, 2002). 

A dose média infectante (ID50) para a espécie C. parvum, com base em um 

indivíduo adulto e saudável, é de 132 oocistos (CAREY et al., 2004), porém sabe-

se que a instalação desta parasitose depende muito de características intrínsecas 

do hospedeiro como estado imunológico e, do parasito como a distinta virulência 

dos diferentes isolados. Alguns autores sugerem, por exemplo, que alguns 

indivíduos possam adquirir a criptosporidiose com a ingestão de apenas 1 oocisto 

(CAREY et al., 2004; SMITH et al., 2006a). No grande surto de Milwaukee (EUA), 

a avaliação de amostras de água, indicou contaminação de 0,7 e 13,2 oocistos 

/100 litros da água distribuída durante os meses de ocorrência do surto (ROSE, 

1997). 

Em indivíduos imunocompetentes, a infecção manifesta-se com diarréias 

esporádicas em indivíduos de todas as idades e um quadro agudo em crianças, 

sendo responsável também pela diarréia dos viajantes. Em humanos apresenta 

um período pré-patente variando entre 4 a 22 dias e um período patente de 1 a 20 

dias. A doença se caracteriza por uma diarréia aquosa podendo conter ou não 

muco (mas raramente sangue), dores abdominais, perda de peso, náusea, 

anorexia, fadiga e febre. É auto-limitante no indivíduo saudável e, a severidade 

dos sintomas ocorre em apenas 1,0 % dos casos, apresentando baixa taxa de 

mortalidade (0,001 %). Embora relatado em apenas 20,0 % dos casos, a diarréia 

pode se tornar crônica e persistir por até 4 ou 7 semanas. Crianças com idade 
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menor que 2 anos e que freqüentam creches são mais susceptíveis a esta 

parasitose, apresentando sintomas adicionais como aumento da diarréia e 

conseqüente desidratação (BOLTER-BITZER et al., 2007; CAREY et al., 2004; 

RAMIREZ et al., 2004). 

Pessoas com repetidas exposições à baixas doses do protozoário, 

poderiam minimizar os sintomas da doença e, apresentar manifestações diarréicas 

mais brandas, como evidenciado em indivíduos com altos níveis de anticorpo anti-

Cryptosporidium (HUNTER e THOMPSON, 2005).  

Porém, existem grupos específicos de maior risco para a aquisição da 

criptosporidiose, e o fator imunológico do hospedeiro define o curso clínico da 

doença: quando uma pessoa apresenta um número de células de defesa CD4 

menor que 200 células/µl-1, ela apresentará uma infecção severa e persistente 

(FELTUS et al., 2006), sendo por isso denominado de protozoário oportunista.  

Hoje sabemos que crianças que freqüentam creches, pessoas desnutridas, 

idosos, os que trabalham diretamente com animais de criação e, indivíduos 

imunocomprometidos (HIV+, transplantados, pessoas em tratamentos 

quimioterápicos, que fazem hemodiálise ou utilizam corticosteróides e diabéticos), 

apresentam alto risco de desenvolver diarréia persistente e de necessitarem de 

atenção médica, quando expostos ao protozoário Cryptosporidium spp. Neste 

grupo, a criptosporidiose torna-se crônica e debilitante, pois pode ocorrer o 

desenvolvimento de uma diarréia com duração de cerca de 2 meses, um 

agravamento da sintomatologia, longos períodos de internação e taxas de 

mortalidade variando entre 50,0 e 60,0 % (BOLTER-BITZER et al., 2007). A 

criptosporidiose extra-intestinal é também possível neste grupo de indivíduos e 
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nestes casos, o protozoário se aloja no estômago, pâncreas, trato biliar ou pulmão 

(CAREY et al., 2004; FAYER, 2004). 

Com a introdução da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) a partir 

de 1997, houve uma diminuição do número de casos severos de criptosporidiose, 

entre os pacientes infectados por HIV (CCACIÒ et al., 2003; FAYER, 2004). 

Crianças imunocomprometidas também são frequentemente infectadas sendo que 

a prevalência aumenta à medida que crescem (BOLTER-BITZER et al., 2007). A 

região sudeste brasileira possui 67,8 % dos casos de SIDA do país e a maior taxa 

de crianças portadoras do vírus HIV. Segundo o Ministério da Saúde a prevalência 

global da criptosporidiose em indivíduos portados de HIV é de 0,7 %. Um estudo 

foi realizado para verificar o papel dos enteropatógenos em crianças HIV+, e C. 

parvum foi o mais comum parasito presente em 62,0 % das amostras avaliadas 

(ROSSIT et al., 2007) e C. hominis, a espécie mais detectada em crianças e 

adultos infectados com HIV (SILVA et al., 2006). 

Brasileiros que passaram por transplante renal ou que faziam hemodiálise 

foram 34,8 e 25,0 % respectivamente, positivas para C. parvum (JABUR et al., 

1996; TURKCAPAR et al., 2002) e, pacientes em tratamento quimioterápico nas 

Filipinas mostraram uma taxa de 28,3 % de positividade (RIVERA et al., 2005).  

Mesmo com mais de 150 fármacos estudados, poucos tem sido capazes de 

reduzir os sintomas e controlar a parasitose e, embora a nitazoxanida tenha sido 

liberada para uso pediátrico, sua eficácia e segurança em adultos saudáveis e 

indivíduos imunocomprometidos ainda não foi estabelecida, mantendo-se ainda a 

hidratação oral ou intravenosa como uma importante ação no tratamento da 

criptosporidiose (RAMIREZ et al., 2004). A imunoterapia parece ser uma 
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alternativa promissora e, embora exista variabilidade de resultados nas pesquisas, 

o uso do colostro hiperimune, de uma forma geral, reduz a infecção trazendo 

melhora aos pacientes tratados. Vacinas utilizando DNA têm induzido resposta 

celular e humoral em camundongos e primatas não humanos e são vistas, como 

uma opção valiosa para controlar a contaminação ambiental, pois reduziria a 

eliminação de oocistos pelo hospedeiro (JENKINS, 2001; BOLTER-BITZER et al., 

2007).  

Sem um fármaco efetivo, é importante ressaltar que a possibilidade de 

transmissão hídrica deste parasito é um fator impactante para a saúde pública, 

uma vez que uma expressiva parcela de pessoas imunocomprometidas pode 

morrer devido à severa desidratação e perda de peso ocasionada pela infecção 

(PENG et al., 1997). 

Como este protozoário é resistente à cloração, a remoção destes 

organismos depende basicamente de um processo físico, sendo que em uma ETA 

que utiliza o processo convencional de tratamento de água (baseado em 

floculação, coagulação, sedimentação e filtração), Cryptosporidium spp. é 

susceptível à remoção nas etapas de decantação e filtração, onde a remoção 

desses protozoários em geral é de 99,0 % (BUSTAMANTE et al., 2001; DAÍ e 

HOZALSKI, 2002). Porém, um estudo realizado na Espanha detectou 

Cryptosporidium spp. na água final a ser distribuída a população e na torneira dos 

domicílios, com uma concentração de ≥8 oocistos /100 litros, indicando que o 

tratamento de filtração rápida e cloração utilizado pela ETA avaliada não foram 

eficientes em remover totalmente oocistos (CARMENA et al., 2007).  
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A característica da compressibilidade que permite aos oocistos reduzirem 

seu tamanho (4 a 6 µm) para 2 a 4 µm quando expostos à altas pressões, podem 

permitir que os oocistos atravessem os filtros de uma ETA convencional (HSU e 

YEH, 2003; CAREY et al., 2004). Além disso, Cryptosporidium spp. não possue 

nenhum bioindicador de contaminação fecal como Escherichia coli, coliformes 

totais e Clostridium perfringes (HÄNNINEN et al., 2005) e, embora a turbidez seja 

um indicador da eficiência do tratamento de água e sua remoção tenha correlação 

com a remoção de oocistos, este parâmetro físico-químico não é uma referência 

para a presença deste protozoário (CARMENA et al., 2007). 

Acrescenta-se a estes fatores, a grande resistência ambiental, resultado de 

uma parede de dupla camada, composta por proteínas e quitina, que permite a 

dispersão e a manutenção da infectividade de oocistos no ambiente, sendo estes, 

questões preocupantes em relação a este protozoário, para as indústrias 

produtoras de água em todo o mundo. 

 Oocistos permanecem infectantes por 6 meses em água doce a uma 

temperatura variando entre 0 e 20oC; na água do mar a infectividade se mantém 

por 40 dias a 18 oC e 35,0 % de salinidade (FAYER, 2004). Oocistos expostos -70 

oC por 1 hora, foram capazes de causar infecção em camundongos, sendo que a 

inativação ocorre após um minuto de exposição à temperatura de 73 oC, (FAYER, 

2004). Em águas naturais os oocistos tendem a permanecerem livres, porém, a 

grande concentração de partículas lançadas nos mananciais via descarga de 

esgoto bruto ou tratado, pode alterar esta característica e consequentemente a 

dispersão, a sobrevivência e a remoção destes protozoários durante o tratamento 

da água (MEDEMA, et al., 1998; DAÍ e BOLL, 2006). 

 

29



                                                                                                                                          Revisão da Literatura 

Infere-se que a velocidade de sedimentação de oocistos em uma coluna de 

água com ausência de movimento é de aproximadamente 0,84 e 0,36 µm s-1, 

respectivamente e, com esta baixa velocidade de sedimentação e o fato de se 

deslocarem livremente em um corpo d’água, as formas infectantes podem 

percorrer longas distâncias até serem armadilhadas por alguma barreira ambiental 

ou agregada a uma partícula que promoverá sua sedimentação mais rápida (DAI e 

BOLL, 2006). A idade, a carga de superfície e a hidrofobicidade são 

características que influenciam a adesão (DAI et al., 2004); oocistos que já 

sofreram algum estresse ambiental se agregam mais facilmente às partículas (DAI 

e BOLL, 2006). Porém, ainda hoje não há um completo entendimento de como os 

oocistos interagem química e fisicamente sob as condições encontradas nos 

sistemas de tratamento de água e nos diferentes mananciais. 

 

3. Giardia spp.  

Descrita pela primeira vez por Anton van Leeuwenhoek em 1681, Giardia 

duodenalis é outro importante protozoário de veiculação hídrica. Também 

conhecido como G. lamblia e G. intestinalis; foi descrito mais detalhadamente em 

1859 por Vilem (ADAM, 2001). Diversas técnicas analíticas têm mostrado Giardia 

spp. como um organismo primitivo, com evidências que sugerem sua evolução e a 

perda de muitas das características de seus ancestrais e, como um organismo 

eucarionte, discute-se que a Giardia spp. seja o elo entre os organismos 

procariontes e os eucariontes (ALI e HILL, 2003).  

Pertencente à ordem Diplomonadida e família Hexamitidae, o gênero 

Giardia teve as descrições das espécies inicialmente, baseadas apenas na 
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especificidade pelo hospedeiro, mas, atualmente os taxonomistas utilizam a forma 

e a posição dos corpos medianos, a forma dos trofozoítos, o tamanho do disco 

ventral, entre outras características possíveis de observação em função da técnica 

de microscopia eletrônica (MONIS e THOMPSON, 2003). Entre 1920 e 1930, mais 

de 50 espécies de Giardia foram descritas e, em 1952, Filice propôs uma 

reavaliação das espécies feita com base na morfologia e não na duvidosa 

especificidade pelo hospedeiro (THOMPSON, 2004).  

Muitas espécies de Giardia habitam o trato intestinal de quase todas as 

classes de vertebrados e, somente G. duodenalis é encontrada em humanos e na 

maioria dos mamíferos domésticos e silvestres (THOMPSON, 2004). Atualmente, 

com um grupo de 6 espécies reconhecidas (Tabela 2), G. duodenalis é 

considerada um complexo de espécies com morfologia similar, mas com 

variedades genéticas e fenotípicas, e diferença na especificidade pelo hospedeiro. 

Giardia spp. possui ainda, vários grupos designados assembléias, que são 

geneticamente distintos e sabidamente infectantes para vários hospedeiros. 

Mesmo com as técnicas moleculares atuais, ainda tem sido difícil interpretar a 

extensa variabilidade genética dentro da taxonomia de G. duodenalis sendo que, 

mesmo com a possibilidade de manutenção do parasito em culturas axênicas, não 

são todos os isolados de G. duodenalis que se estabelecem nestas culturas in 

vitro e, esta inabilidade em ampliar todos isolados obtidos dos diversos 

hospedeiros, tem sido uma das maiores limitações no conhecimento da 

epidemiologia e transmissão de Giardia spp. (ALI e HILL, 2003; THOMPSON 

2004; BERTRAND e SCHWARTZBROD, 2007). Os isolados de G. duodenalis são 

classificados em 7 assembléias e, somente nas assembléias A e B encontram-se 
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os genótipos que acometem o homem, podendo ocorrer infecções concomitantes; 

as demais assembléias, de C a G, são restritas a outros animais (ALI e HILL 2003; 

GUY et al., 2004; THOMPSON 2004).   

 
Tabela 2. Taxonomia das espécies de Giardia spp. e seus principais hospedeiros. 
 

 
Espécies  

 
Principais hospedeiros 

Giardia duodenalis (Assembléia A) Homem e outros animais 

G. duodenalis (Assembléia B) Homem 

G. duodenalis (Assembléia C) Canídeos 

G. duodenalis (Assembléia E) Bovinos e outros animais de criação 

G. duodenalis (Assembléia F) Felinos 

G. duodenalis (Assembléia G) Roedores 

G. agilis Anfíbios 

G. ardeae Pássaros 

G. microti Roedores e canídeos 

G. muris Roedores 

G. psittaci Pássaros 

 Fonte: Cacció et al., 2005. 

 

A identificação destas assembléias envolve marcadores como os genes que 

codificam o rRNA e, marcadores como os genes que codificam a proteína β-

giardina que são utilizados na diferenciação de sub-genótipos dentro das 

assembléias (ALI e HILL, 2003). A quantidade e qualidade das ferramentas 

moleculares para genotipagem de Giardia spp. limitam o entendimento da 

epidemiologia da giardiose humana, sendo que alguns resultados só podem ser 

alcançados mediante interferência estatística (MONIS e THOMPSON, 2003; 

CACCIÓ et al., 2005). Estudos de transmissão cruzada são limitados apenas para 
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determinar a especificidade pelo hospedeiro ou diferenças de genótipos, não 

caracterizam isolados e, o uso de altas doses infectantes também é um fator 

restritivo, pois não corresponde ao que ocorre naturalmente (MONIS e 

THOMPSON, 2003). 

Reconhecido na década de 70 como um organismo patogênico, somente 10 

anos mais tarde a OMS incluiu-o na lista de parasitos patogênicos (FAUBERT, 

2000). Protozoário flagelado, não invasivo e binucleado possui uma forma de 

resistência ambiental conhecida por cisto, de tamanho variando de 8 a 12 µm, que 

são eliminados nas fezes do hospedeiro, na ordem de até 106 /gramas de fezes 

(FRICKER e CRABB, 1998; THOMPSON, 2004). 

Do cisto é eliminado o excizoíto, forma de vida curta que logo após sua 

liberação, se diferencia em trofozoíto, estrutura ativa que se adere à luz intestinal 

pelo disco ventral e se multiplica por divisão binária. Esta divisão se completa em 

12 horas e teoricamente, a ingestão de um único organismo pode resultar em 10 

dias, em mais de 1 bilhão deles (ROCKWELL, 2003); em resposta a sinais do 

hospedeiro, os trofozoítos se encistam e são eliminados nas fezes do hospedeiro. 

Assim como Cryptosporidium spp., a rota de transmissão da Giardia spp. 

também é fecal-oral e de forma direta ou indireta. A transmissão pelo contato inter 

pessoal e pela atividade sexual são formas de aquisição da giardiose. Em 

creches, onde o contato direto pessoa à pessoa é uma importante forma de 

transmissão, a forma assintomática da giardiose pode chegar à taxa de 80,0 %, 

fazendo destes indivíduos um reservatório e uma importante fonte de dispersão da 

infecção (FAUBERT, 2000), uma vez que a introdução desta parasitose em um 

local pode ser feita por apenas uma única criança, se expandindo rapidamente 
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para o restante do grupo (KATZ et al., 2006). G. duodenalis foi descrita como o 

protozoário mais freqüente em creches avaliadas no Estado de São Paulo e, mais 

prevalente em crianças de 0 a 4 anos (CARVALHO et al., 2006). 

Apenas em homossexuais masculinos, a transmissão sexual da giardiose 

foi registrada (TESSIER e DAVIES, 1999). 

A transmissão zoonótica de G.duodenalis, é restrita apenas para os 

genótipos AI e BIII das assembléias A e B, respectivamente (THOMPSON, 2004). 

Durante levantamento da presença de Giardia spp. em humanos e em cães de 

uma mesma comunidade, foi possível observar que todas as cepas isoladas dos 

humanos pertenciam à assembléia A ou B e, todas as cepas isoladas dos cães 

pertenciam à assembléia C e D, com exceção de um único cão, que apresentou 

infecção múltipla. A caracterização deste isolado canino (baseado na avaliação de 

3 diferentes locus gênicos), colocou-o dentro do agrupamento genético dos 

isolados humanos: assembléia A e B. Esta evidência zoonótica, está baseada na 

forte associação entre a prevalência de Giardia spp. em humanos e a presença no 

cão, todos em um mesmo domicílio (THOMPSON, 2004; MACPHERSON,2005). É 

admitido que em comunidades com inadequadas condições de higiene, alguns 

genótipos de Giardia spp. possam circular entre o homem e o cão, porém não é 

claro quem é o reservatório primário neste contexto (TRAUB et al., 2004; HUNTER 

e THOMPSON, 2005). 

Embora existam relatos de animais silvestres, principalmente mamíferos 

aquáticos comumente infectados com Giardia spp., existem poucas evidencias de 

que eles tenham sido a fonte de contaminação nos surtos epidêmicos veiculados 

pela água (THOMPSON, 2004). Estudos com castores e primatas não humanos 
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indicam que a rota de transmissão pode ser inversa, ou seja, a fonte de infecção 

de Giardia spp. para estes animais, foi de origem humana (CACCIÓ et al., 2005; 

THOMPSON, 2004; HUNTER e THOMPSON, 2005).  

Porém, a ocorrência de isolados morfologicamente semelhantes a G. 

duodenalis e a associação de animais infectados com epidemias de veiculação 

hídrica em humanos, levou em 1979 a OMS, a classificar Giardia spp. como um 

parasito zoonótico (THOMPSON, 2004). 

As formas indiretas de aquisição da giardiose são através de insetos 

vetores, objetos ou superfície contaminados e, pela ingestão de cistos presentes 

na água ou alimentos contaminados. Cistos de Giardia spp. foram recuperados do 

exoesqueleto de moscas que habitavam ambientes com pouca higiene, indicando 

a possibilidade desta forma de transmissão (ALI e HILL, 2003). Creches, hospitais 

e ambientes pouco higienizados podem facilitar a contaminação pelo contato com 

objetos e superfícies.  

Frutas e verduras consumidas cruas e moluscos de água doce ou marinha, 

são veículos potenciais deste parasito. Dos 357 mil casos de doenças parasitárias 

por veiculação alimentar que ocorreram nos Estados Unidos, Giardia spp. junto 

com Cryptosporidium spp. foram a causa de cerca de 64,0 % destes surtos onde 

foram registradas 700 hospitalizações e 8 mortes (SMITH et al., 2006a). Porém, a 

veiculação hídrica dos cistos é a principal forma indireta de transmissão de Giardia 

spp. Na última década nos surtos epidêmicos de giardiose que acometeram os 

Estados Unidos, a água foi o veículo de transmissão dos cistos, sendo que em 9,4 

% a ingestão do protozoário ocorreu em função do contato com águas 
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recreacionais e, em 16,2 % a causa foi a ingestão dos cistos pela água potável 

contaminada (BERTRAND e SCHWARTZBROD, 2007).  

Com uma dose média infectante (ID50) de 10 a 100 cistos, acredita-se que 

até a ingestão de 9 cistos seja suficiente para a instalação da giardiose, onde as 

manifestações clínicas variam desde formas assintomáticas até diarréia crônica. 

Os sintomas mais comuns são dores abdominais, náusea, seguido de severa 

diarréia aquosa, má absorção e perda de peso. A má absorção de gorduras, 

vitamina B12 e do açúcar d-xilose é documentada em pacientes com diarréias 

crônicas (ADAM, 2001; MÜLLER e von ALLMEN, 2005). 

Associada a viagens para países em desenvolvimento, Giardia spp. é o 

parasito intestinal mais diagnosticado na América do Norte e com estimativas de 

que 20,0 % da população mundial esteja parasitada (ROCKWELL, 2003). 

O desenvolvimento cognitivo também é afetado sendo que esta parasitose 

contribui de uma forma geral, na queda de 15 pontos do Quociente de inteligência 

(QI), sendo necessárias intervenções pedagógicas para promover o 

desenvolvimento cognitivo da criança (ALI e HILL, 2003).  

Muniz-Junqueira e Queiroz (2002) comprovaram a associação da giardiose 

com a desnutrição energética-proteíca e avitaminose em crianças brasileiras, onde 

a prevalência deste parasito foi de 30,4 %. Alguns trabalhos mostram uma forte 

associação da Assembléia A com diarréia intermitente e, da assembléia B com 

diarréia persistente, fato observado em crianças com até 5 anos de idade, que 

desenvolvem mais rapidamente diarréia quando parasitadas por isolados da 

assembléia A, do que as crianças com isolados da assembléia B (MONIS e 

THOMPSON, 2003; ALI e HILL, 2003; CACCIÓ et al., 2005). 
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A patogenicidade da giardiose é multifatorial, mas ainda não é 

complemente entendida; os trofozoítos parecem causar um dano direto à 

bordadura em escova e à mucosa do intestino, em função da sua adesão; a 

resposta imune induzida aumentaria a produção de secreção e fluído que 

danificariam o intestino, e ainda, alterações do conteúdo biliar e da flora do 

duodeno facilitariam a diarréia. Um dos fatores fundamentais é a alteração da 

permeabilidade do epitélio, induzido por produtos secretados pela Giardia spp. 

Este aumento da permeabilidade do epitélio leva a uma reação inflamatória 

podendo exacerbar um quadro de alergia (MÜLLER e ALMEN, 2005) e, este 

aumento da permeabilidade acarreta ainda, alterações na digestão e absorção, 

devido à injúria na bordadura em escova e indução de apoptose das células 

intestinais (THOMPSON, 2004). 

O grau da patologia da giardiose em pacientes com o sistema imunológico 

comprometido é semelhante ao dos indivíduos imunocompetentes. Crianças com 

severa deficiência de células T não foram mais susceptíveis à giardiose e, quando 

adquirida a parasitose, tiveram o mesmo grau de morbidade que crianças 

imunocompetentes. Estes resultados indicam que a deficiência de células CD4, por 

exemplo, não torna o indivíduo mais susceptível à infecção deste protozoário 

(FAUBERT, 2000).  

O tratamento da giardiose é feito em geral com componentes como o 

albendazol e o nitrofuram, que alteram a aderência e causa o desprendimento do 

parasito do epitélio e, nitazoxamide que exibe efeito semelhante ao metronidazol 

(bloqueio da síntese de DNA) (ALI e HILL, 2003; PÉREZ-ARRIAGA et al., 2006). 

Mesmo sendo disponíveis e eficientes no combate a giardiose, estes fármacos 
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causam efeitos colaterais que acarretam a interrupção do tratamento, 

possibilitando que os parasitos desenvolvam resistência a elas (SAVIOLI et al., 

2006). Crianças nascidas de mãe não-imune para Giardia spp. apresentaram um 

maior risco de adquirir a infecção nos primeiros meses de vida e de 

desenvolverem sintomas mais severos, do que as nascidas de mães imunes as 

quais transferiram esta proteção natural via leite materno (TELLEZ et al., 2003). A 

vacinação mostra-se como uma alternativa ao tratamento medicamentoso. 

Comercialmente vendida, cães e gatos vacinados apresentaram redução no 

tempo de eliminação e no número de cistos eliminados (OLSON et al., 2000).  

Frequentemente detectados em amostras hídricas, de uma forma geral, 

cistos de Giardia spp. sobrevivem por menos tempo na água e são menos 

resistentes aos processos de desinfecção, quando comparado aos oocistos de 

Cryptosporidium spp. Ainda assim, podem sobreviver neste ambiente por até 2 

meses a 8ºC (CACCIÓ et al., 2003), porém, são facilmente armadilhados nos 

filtros de uma ETA em função do seu tamanho (8 a 12 µm) (CACCIÓ et al., 2005; 

SMITH et al., 2006a). A maneira de contaminação de um manancial com cistos de 

Giardia spp. é semelhante à contaminação por oocistos (fezes nas pastagens, 

esterco e do lodo de esgoto utilizado em áreas agrícola e, descarga de esgoto in 

natura ou tratado). 

 

4. Fontes de contaminação de mananciais com oocistos de Cryptosporidium 

spp. e cistos de Giardia spp. 

Os patógenos podem alcançar os recursos hídricos pela drenagem de fezes 

e do lodo de esgoto usado na agricultura e, em função de escoamentos 
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superficiais provocados por fortes chuvas. Porém, é a disposição deste resíduo 

em um corpo d’água uma das principais fontes de contaminação. Além do 

lançamento do esgoto in natura, a disposição inadequada de esgoto tratado nos 

mananciais é uma importante fonte dos patógenos no ambiente (OTTOSON et al., 

2006).  

Surtos epidêmicos de veiculação hídrica, já ocorreram em várias partes do 

mundo, mesmo em países desenvolvidos onde o tratamento da água praticado 

com tecnologia sofisticado e amplamente difundido (CLANCY, 2003). Muitos 

destes surtos tiveram o esgoto doméstico confirmado como sendo a fonte 

poluidora dos recursos hídricos (GAJADHAR e ALLEM, 2004; MACPHERSON, 

2005). Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. são 

freqüentemente detectados, com concentrações variáveis, em amostras de esgoto 

bruto ou tratado: de 102 a 104 oocistos/litro e 103 a 105 cistos/litro e, 10 a 103 

oocistos/litro e cistos/litro, respectivamente (CARRARO et al., 2000). A presença 

destes protozoários já foi detectada até mesmo em efluentes de esgoto que 

passaram por um tratamento em nível terciário (CLANCY, 2003; MONTEMAYOR 

et al., 2005).  

A inclusão de uma etapa de desinfecção do esgoto tratado antes de ser 

disposto no ambiente, também não assegura a completa inativação dos oocistos e 

cistos, uma vez que estes protozoários são resistentes aos desinfetantes à base 

de cloro e, os resultados de inativação com a desinfecção por UV, por exemplo, 

que é considerado o processo de desinfecção mais promissor, dependem muito, 

da dose, do tempo de exposição e da qualidade do efluente a ser desinfetado 

(ANDREADAKIS et a. 1999; BELOSEVIC et al., 2001; HIJNEN et al., 2006).  
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Cryptosporidium spp. e Giardia spp. não possuem correlação estatística 

com bioindicadores, nem mesmo o tratamento terciário de esgoto se mostra 100 

% eficiente em remover e/ou inativá-los (HÄNNINEN et al., 2005, MONTEMAYOR 

et al., 2005). Como todo o esgoto tratado tem como destino final um corpo hídrico, 

a análise direta de oocistos e cistos em amostras de efluente de ETE é 

necessária, principalmente se a descarga do esgoto for realizada em um receptor 

que será utilizado como fonte de captação de água, para recreação ou para uso 

agrícola.  

Além disso, a avaliação da infectividade das formas encontradas neste tipo 

de amostra é que irá fornecer informações sobre a eficiência dos processos e 

assim, o real risco para a saúde pública. 

 

5. Esgoto 

O esgoto é uma complexa suspensão e solução que contém uma ampla 

variação de sólidos ou partículas, como organismos e componentes minerais, com 

propriedades físico-químicas, que promovem a sua estabilidade e caracterizam os 

diferentes tipos (BAURÈS et al., 2004). Com uma composição fracionada de 99,9 

% de água e 0,1 % de sólidos, é nesta pequena fração sólida, que podem se 

encontrar os patógenos, que o esgoto precisa ser tratado antes de ser lançado em 

um corpo receptor. Em função de sua origem, pode ser classificado como sanitário 

(comercial ou doméstico) ou industrial. O esgoto industrial possui uma composição 

variável de acordo com o produto produzido na indústria e deve receber um 

tratamento específico, ainda na área industrial, antes de ser lançado a um corpo 

receptor. Já o esgoto comercial e doméstico consiste basicamente da água 
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resultante de pias, de banhos, da descarga dos vasos sanitários e das lavagens 

realizadas nas edificações onde são originados. No Brasil, o último levantamento 

do IBGE de 2002 aponta que dos cerca de 5.500 municípios, somente 20,0 % 

deles tratam o esgoto produzido, o que significa que a maior parte (80,0 %) 

produzida no país é lançada in natura no ambiente.  

Os principais parâmetros que caracterizam o esgoto sanitário de origem 

doméstica e que auxiliam no monitoramento dos processos de tratamento são: a) 

demanda bioquímica de oxigênio (DBO): que indica a quantidade de oxigênio 

consumida pelos microorganismos presentes no esgoto para oxidar a matéria 

orgânica em condições específicas. No esgoto doméstico variam entre 200 e 300 

mg de oxigênio/litro; b) sólidos totais: de origem orgânica ou inorgânica e variam 

entre 350 e 1.200 mg/litro; c) nitrogênio: varia de 20 e 80 mg/litro tanto na sua 

forma orgânica, amoniacal e inorgânica e, d) fósforo: concentração variando entre 

5 e 20 mg/litro. Os índices biológicos, quando avaliados são baseados nas 

coliformes totais e termotolerantes e, índices parasitológicos, embora presentes, 

não fazem parte dos parâmetros que caracterizam este resíduo. 

 

6. Tratamento do esgoto 

O tratamento de esgoto em geral, é descrito em função de diferentes graus 

de remoção de matéria orgânica e/ou inorgânica que, em ordem crescente, são 

classificados em: preliminar, primário, secundário e terciário ou avançado 

(MUJERIEGO e ASANO, 1999). A tecnologia do tratamento de esgoto industrial e 

doméstico cresceu nestes últimos 100 anos, mas ainda é importante aprimorar 

estes processos levando em conta sua eficiência e seu custo de construção e 
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operacional, uma vez que em funcionamento, os resultados do tratamento ficam 

abaixo do que o esperado pela tecnologia inicialmente escolhida e empregada 

(OLIVEIRA e von SPERLING, 2005b; ZHAO et al., 2007). 

No tratamento de esgoto, processos físicos, químicos e biológicos são 

envolvidos. Na etapa física, realizado por meio de gradeamento, sedimentação, 

flutuação, flotação e filtração, apenas as substâncias que não estão dissolvidas no 

esgoto é que são removidas. As substâncias dissolvidas e as suspensões 

coloidais precisam ser eliminadas por meio de processos que transformem as 

moléculas em partículas, flocos, que sejam depuradas fisicamente ou 

transformando-as em gases para serem liberados para atmosfera. 

Uma forma de promover a floculação de substâncias dissolvidas e coloidais 

presentes no esgoto é através de processo biológico, realizado por bactérias 

anaeróbias ou aeróbias. Exemplos destes tratamentos são: lagoas facultativas, 

leitos cultivados, reatores anaeróbios de fluxo ascendente com manta de lodo 

(UASB), e, o processo lodo ativado aeróbio, que podem ser utilizados de forma 

seqüencial, combinados ou com modificações (AIYUK et al., 2006). Embora novas 

tecnologias como filtração em dupla membrana, ultrafiltração e osmose reversa 

estejam em desenvolvimento e pesquisas com resultados preliminares 

satisfatórios, ainda apresentam altos custos (LEE et al., 2007; TAM et al., 2007). 

Assim, muitas ETE utilizam os processos biológicos como forma de tratamento. 

O tratamento anaeróbio foi muito investigado nas últimas décadas, com 

ETE sendo implantadas em todo mundo principalmente em países tropicais, uma 

vez que este processo não tem se mostrado eficiente em climas temperados 

(HAFIANE e HAMOURI, 2005). O reator UASB, é um processo anaeróbio bem 
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avaliado que apresenta vantagens ao uso isolado do lodo ativado, se combinado à 

outros tratamentos que completam a remoção da matéria orgânica (SOUZA et al., 

2004; SUMINO et al., 2007; TANKUKAR et al., 2007). 

A degradação por bactérias anaeróbias apresenta as vantagens de produzir 

uma menor quantidade de resíduo (5 a 10 vezes menor que o tratamento aeróbio), 

de gerar gás metano, ter um baixo custo de construção, pois necessita de uma 

área pequena para sua instalação e de manutenção, porque não consome energia 

elétrica, uma vez que não utiliza bombas ou aeradores (HAFIANE e HAMOURI, 

2005). Como desvantagem, há a necessidade de algumas semanas e até meses, 

para estabilizar a matéria orgânica presente no esgoto, além de produzir maus 

odores, reduzir a matéria orgânica em torno de 60,0 a 80,0 % e, a remoção de 

patógenos como Cryptosporidium spp. e Giardia spp. ser menor quando 

comparado com o tratamento aeróbio (OTTOSON et al., 2006). 

Muito utilizado, o tratamento aeróbio reduz mais de 80,0 % da DBO sem 

produção de odores e a estabilização da matéria orgânica pode ocorrer em 

algumas horas, sendo este tempo reduzido quanto maior a temperatura. Às 

desvantagens incluem o alto custo das instalações, pois grandes áreas são 

necessárias, o grande gasto de energia em função do uso de bombas para 

retirada do lodo excedente, para retorno do lodo e com os aeradores. Essas 

operações são responsáveis por 54,0 a 97,0 % do consumo de uma ETE, 

dependendo do tipo e uso. Soma-se a isso a regular manutenção e operação de 

equipamentos complexos para garantir a eficiência do funcionamento, porém, a 

alta produção de resíduos, talvez seja o principal problema das ETE que operam 

com o sistema de lodo ativado (TANDUKAR et al., 2007). 
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A tendência atual para o tratamento é o conceito de integração entre os 

vários processos: o químico, com etapa de floculação e coagulação; o anaeróbio e 

aeróbio para degradação da matéria orgânica e o físico, com uma etapa de 

sedimentação, com a finalidade de solucionar alguns problemas, como os citados 

e, equilibrar o custo de instalação e manutenção com a eficiência no tratamento 

do esgoto doméstico (FIKAR et al., 2005; AIYUK et al., 2006; SUMINO et al., 

2007; TANKUKAR et al., 2007).  

Em 1914, dois pesquisadores ingleses observaram que promovendo a 

aeração de águas residuárias, o resultado era a remoção de material orgânico e 

formação de flocos macroscópicos que por sedimentação simples, poderiam ser 

separados da fase líquida. Notaram ainda que a adição desses flocos a outro 

volume de água, acelerava o processo de remoção do material orgânico 

(www.tratamentodeagua.com.br). Este processo ficou conhecido como lodo 

ativado, pois a degradação da matéria orgânica presente no esgoto bruto é feita 

por microorganismos que compõem o floco, sendo utilizado pela primeira vez, em 

larga escala, em 1922.  

O floco biológico é formado por bactérias que se agregam e, aderidos ou 

não a este floco, estão os fungos, os protozoários, os rotíferos, os nematóides e 

os anelídeos, ficando a composição assim estabelecida: 95,0 % da biomassa do 

lodo é formada pelas bactérias e os 5,0 % restantes por estes outros organismos, 

sendo que destes, os protozoários são predominantes (CHEN et al., 2004). A 

comunidade de protozoários presentes no lodo ativado é muito sensível às 

variações ambientais e, eventuais mudanças podem alterar a cadeia alimentar 

deste ecossistema artificial, afetando o desempenho do tratamento do esgoto.  Em 
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função disto, os protozoários não patogênicos podem indicar as condições de 

operação de uma ETE que opera com o processo de lodo ativado (NICOLAU et 

al., 2001; CHEN et al., 2004). Além da degradação da matéria orgânica, devido à 

complexidade de interações existente no floco, as bactérias fixam uma quantidade 

variável de organismos dentro do floco (SANIN et al., 1994; NICOLAU et al., 2001) 

incluindo possíveis patógenos presentes no esgoto bruto.  

O grande problema nas ETE que operam com tratamento por lodo ativado, 

é que, devido à contínua entrada de esgoto nos tanques de aeração e 

conseqüente crescimento do lodo, há a necessidade de se retirar periodicamente 

o lodo excedente e, estima-se que cada habitante produza cerca de 160 a 190 g. 

de lodo/dia (ALÉM SOBRINHO, 2001), gerando uma grande preocupação com a 

disposição final deste resíduo. A disposição em aterros sanitários apresenta um 

alto custo de transporte e manutenção; a liberação em oceanos rios e lagos é 

prática proibida e, a incineração gera gases poluentes (SILVA et al., 2001). Assim, 

uma alternativa muito estimulada é a disposição na agricultura por ser um bom 

condicionante e fertilizante do solo, em função do elevado teor de matéria 

orgânica e nutriente como nitrogênio, fósforo (ANDREOLI e CARNEIRO, 2002; 

SILVA et al., 2001), porém, esta alternativa trás risco a saúde pública, uma vez 

que muitos patógenos ficam retidos no floco podendo contaminar o solo e 

mananciais próximos à área de aplicação (BONATTI, 2007).  

Antes da disposição, o lodo pode ser desaguado artificialmente por meio de 

centrífugas e uso de polímeros, sofrer um tratamento por calagem ou por radiação 

com luz ultravioleta (UV), logo após a sua retirada do tanque de aeração. Em uma 
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avaliação do desempenho, 166 ETE nos Estados de São Paulo e Minas Gerais, 

que utilizam diferentes processos de tratamento, o lodo ativado, foi o mais 

eficiente em remover a matéria orgânica, sendo que este desempenho foi mantido 

mesmo quando a estação trabalhou com variações de carga e tempo de detenção 

hidráulico (OLIVEIRA e von SPERLING, 2005a e b). Porém, o desempenho 

destas estações foi baseado em parâmetros físico-químicos como DBO, Demanda 

química de oxigênio (DQO) e Sólidos suspensos totais (SST) e, a parte biológica, 

concentrada na detecção de coliformes totais e termotolerantes, carecendo de 

uma investigação parasitológica como ovos de helmintos e/ou cistos e oocistos de 

protozoários.  

O tratamento de esgoto que promove uma maior remoção de patógenos é o 

que ocorre em nível terciário, que tem a finalidade de inativar patógenos e eliminar 

toda a matéria orgânica, além de nutrientes como nitrogênio e fósforo. Esta 

remoção e inativação são realizadas, por exemplo, com a adição de coagulação 

química, filtros de areia, filtros de carvão mineral, leitos cultivados e uma etapa de 

desinfecção, instaladas logo após a etapa de sedimentação proveniente do 

tratamento secundário (MONTEMAYOR et al., 2005). Embora o tratamento 

terciário aumente a eficiência de remoção de oocistos de Cryptosporidium spp. e 

cistos de Giardia spp. do esgoto, a presença destes protozoários já foi detectada 

no efluente resultante deste tratamento avançado (ROBERTSON et al., 2000; 

CLANCY, 2003; MONTEMAYOR et al., 2005). 
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7. Técnicas de detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de 

Giardia spp. em amostras de esgoto 

Com o aumento no número de surtos epidêmicos de protozoários por 

veiculação hídrica, metodologias para detecção de oocistos de Cryptosporidium 

spp. e cistos de Giardia spp. em amostras hídricas foram padronizadas e 

validadas, porém, adotar simplesmente a metodologia utilizada para análise da 

água, na pesquisa da ocorrência destes protozoários em amostras de esgoto não 

é possível. Assim, em função das dificuldades inerentes face à composição da 

amostra, como a rica variedade de microorganismos e características orgânicas e 

inorgânicas, existe a necessidade de adaptações das metodologias existentes, 

como por exemplo, dos métodos utilizados nas análises clínicas (McCUIN e 

CLANCY, 2005).  

Robertson et al. (2000) realizaram um extensivo trabalho metodológico para 

detecção de oocistos e cistos em amostras de esgoto (tratado ou não) analisando 

as técnicas de flutuação por solução saturada em sacarose, clarificação com éter, 

a combinação de ambas e a ausência da etapa de purificação. Os autores 

concluíram que para as diferentes amostras de esgoto (tratado ou não) há 

necessidade de metodologias diferentes e, com as devidas adaptações, os 

resultados na recuperação dos oocistos e cistos são mais eficientes.  

No Brasil, Dias Júnior (1999) e Farias et al. (2002) analisaram a presença 

de oocistos de Cryptosporidium spp. e ou cistos de Giardia spp. em águas 

superficiais e de esgoto, utilizando as técnicas de floculação em carbonato de 

cálcio, filtração em membrana e dissolução da membrana filtrante. Porém, em 
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decorrência de uma grande concentração de partículas no esgoto, que impacta 

rapidamente a membrana, o uso delas ficou restrito ao esgoto tratado.  

As metodologias de concentração e purificação baseadas na clarificação 

com éter e na flutuação em solução saturada de sacarose, foram eficientes em 

recuperar oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em amostras 

de lodo ativado, com um melhor desempenho para o primeiro método em 

recuperar os cistos e sem diferença estatística na recuperação de oocistos 

(SANTOS et al., 2004). Metodologias para detecção destes protozoários em lodo 

de esgoto a ser utilizado na agricultura, também foram adaptadas por Bonatti et al. 

(2007).  

Embora a técnica de filtração em membranas para amostras de esgoto 

bruto, não seja adequada devido à rápida saturação da membrana, o uso de um 

sistema de filtração em membrana, já utilizado nas ETA para detecção de 

bactérias, tem apresentado bons resultados na recuperação de oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em amostras de esgoto tratado 

(CANTUSIO NETO et al., 2006). As técnicas realizadas nos trabalhos acima 

citados são de baixo custo, simples e eficiente, o que viabiliza o fomento de 

pesquisas de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. nos diferentes tipos de 

amostras de esgoto.  

A etapa de visualização destes protozoários feita com reação de 

imunofluorescência direta (RID) utilizando-se anticorpos monoclonais, embora 

onerosa, significa uma eficiência de 12 vezes maior quando comparada com as 

técnicas comuns de coloração para oocistos e cistos (CLANCY et al., 1999). Esta 

técnica torna os resultados mais precisos, há a necessidade de pessoal técnico 
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treinado em função da possibilidade de reação cruzada com algas ou leveduras 

presentes na amostra. 

 

8. Eficiência dos tratamentos de esgoto na remoção de oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.  

A remoção de patógenos ocorre a partir do tratamento do esgoto em nível 

secundário e, sabe-se que os tratamentos biológicos convencionais não são 

totalmente eficientes na remoção de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de 

Giardia spp. com valores muito variáveis de eficiência sendo relatada na literatura.  

Uma remoção de 80,0 % de oocistos do esgoto bruto foi obtida com o uso 

de reatores biológicos com biomassa de algas (ARAKI et al., 2001). Bukhari et al. 

(1997) ao avaliarem 3 estações de tratamento, obtiveram taxas de remoção de 

cistos de Giardia spp. variando de 26,0 a 71,0 %, máxima semelhante à 

observada por Payment et al. (2001) onde a taxa de remoção de cistos foi de 79,0 

%. Protozoários ciliados (não patogêncios) presentes em leitos cultivados 

(wetlands) apresentaram favoráveis taxas de predação sobre oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., sendo que a taxa de predação varia 

em função da espécie do predador (STOTT et al., 1997; STOTT et al., 2001). 

Índices maiores de eficiência foram observados por Wiandt et al. (2000) ao 

avaliarem a eficiência de 5 ETE francesas que operavam com o processo de lodo 

ativado. Todas as amostras de afluente (esgoto bruto) foram positivas para cistos 

de Giardia spp. e a taxa de remoção variou de 99,5 a 99,8 %. Taxas inferiores 

foram observadas por Robertson et al. (2006): apenas 50,0 % dos oocistos e 80,0 
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% dos cistos foram removidos, em ETE com tratamento secundário de esgoto na 

Noruega.  

Maturama et al. (1992) avaliaram a eficiência do processo de tratamento 

por lodo ativado em condições de laboratório, na remoção de oocistos de 

Cryptosporidium spp. e as taxas alcançadas foram de 80,0 a 84,0 %. Ao 

inocularem em camundongos, os oocistos que passaram pelo tratamento de lodo 

ativado, causaram infecção em 91,0 % dos animais inoculados, indicando que a 

total inativação dos oocistos não ocorre neste tratamento secundário havendo a 

necessidade de se complementar o tratamento de esgoto, com processos de 

desinfecção de efluentes.  

Comparando, em escala real, o número de oocistos e cistos presentes no 

esgoto bruto, com as formas detectadas no esgoto tratado, Carraro et al. (2000) 

encontraram uma remoção de 77,5 % de oocistos e 74,0 % para cistos ao 

avaliarem uma ETE com tratamento por lodo ativado. Usando corantes 

fluorogênicos vitais, os autores observaram as estruturas internas em 49,5 % dos 

oocistos e 45,5 % dos cistos, presentes em amostras do esgoto tratado. Quando 

avaliada as amostras do esgoto bruto, a observação das estruturas internas foi 

possível em um número maior de oocistos e cistos (65,0 e 69,0 %, 

respectivamente). Estes resultados levaram os pesquisadores a considerar que, 

embora o processo de tratamento por lodo ativado tenha limitações, como taxas 

de eficiência de remoção variáveis, ele parece favorecer a excistação, o que 

indiretamente reduziria o potencial de infectividade das formas parasitárias.  

A digestão aeróbia é reconhecidamente mais eficiente na remoção de 

patógenos do que a digestão anaeróbia. Oocistos de Cryptosporidium spp. e 
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cistos de Giardia spp. tiveram uma redução de 2,96 log (99,8 %) e 1,40 log (96,2 

%) durante processo aeróbio do tratamento de esgoto, e, uma redução de 0,30 log 

de oocisto e nenhuma para cistos, quando a digestão foi anaeróbia (CHAURET et 

al., 1999).  

Segundo alguns pesquisadores, índices de eficiência variáveis, com o 

processo de lodo ativado, podem ser explicado pelo fato da biomassa de lodo se 

comportar como um sistema único, que depende das características do esgoto 

tratado, da configuração hidráulica implantada na estação de tratamento, da 

temperatura, da idade do lodo, entre outros fatores (VAZOLLÉR et al., 1989; 

www.tratamentodeagua.com.br). 

A combinação de processos de tratamento é uma tendência atual e tem 

apresentado melhores resultados de remoção de patógenos. O processo de lodo 

ativado seguido de coagulação química e filtro de areia foi avaliado quanto à sua 

capacidade de remover oocistos de Cryptosporidium spp. Somente o processo de 

lodo ativado foi capaz de reduzir em 2 log (99,0 %) o número de oocistos presente 

no esgoto bruto sendo que, quando combinado com o processo químico, houve a 

adição de mais 1 log na taxa de remoção (SUWA e SUZUKI, 2001). Quando o 

mesmo tratamento é seguido por um filtro de areia, à remoção de oocistos de 2 

log, soma-se 0,5 log, sendo que a remoção alcança 3 log (99,9 %) quando 

acrescenta-se a coagulação química ao esgoto bruto (SUWA e SUZUKI, 2003). 

Com taxas tão variáveis de eficiência de remoção de oocistos e de cistos, a 

parte líquida resultante da sedimentação dos flocos (que é o esgoto tratado), 

contém também uma concentração destes parasitos, que está diretamente ligada 

à concentração inicial dos patógenos presentes no esgoto bruto. Na literatura, os 
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registros de concentração de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia 

spp. em esgoto tratado são da ordem de 101 até 103/litro, respectivamente  

(CARRARO et al., 2000) e, nem sempre o esgoto tratado passa por processos de 

desinfecção antes de ser lançado nos corpos d’água. Assim, a despeito de altas 

taxas de remoção, os processos de tratamento de esgoto em nível secundário não 

eliminam o risco da transmissão hídrica destes protozoários. 

 

9. Processos de desinfecção do esgoto tratado 

O uso do esgoto após tratamento adequado é visto como uma alternativa 

para a água, principalmente em países que sofrem com a escassez, mas para 

este reuso, é necessário garantir a boa qualidade deste esgoto tratado, que será 

reutilizado. O cloro é rotineiramente usado como desinfetante do esgoto tratado, 

mas como os protozoários Cryptosporidium spp. e Giardia spp. são resistentes a 

ele, existe uma busca por processos de desinfecção eficientes em inativar os 

patógenos presentes no esgoto. O ozônio e a luz ultravioleta (UV) estão sendo 

amplamente pesquisados e são promissores candidatos à desinfecção.  

O ozônio é um excelente oxidante e por causar dano à parede celular 

(CRAIK et al., 2000) é capaz de inativar protozoários com equilibrado custo-

benefício e adequada taxa de inativação considerando-se a dose e tempo. Porém, 

como a exposição necessária para se conseguir a inativação é alta, o que há a 

geração de subprodutos. Quando utilizado um tempo menor de exposição, reduz a 

formação dos subprodutos, mas a eficiência na inativação destes protozoários é 

limitada. Embora alguns dos 10 subprodutos possíveis de formação durante o 
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processo de ozonização não sejam considerados tóxicos, em particular deve-se 

destacar o bromato que é uma preocupação, pois apresenta potencial 

cancerígeno para o ser humano, não é biodegradável e uma vez formado, sua 

remoção é economicamente inviável (FACILE et al., 2000; von GUNTEN, 2003; 

HIJNEN et al., 2006). Com estes problemas derivados, a luz UV ganhou mais 

atenção e é vista como uma alternativa promissora apresentando as vantagens de 

ser um processo físico, sem nenhum adicional químico, necessitar de um curto 

período de contato, não gerar subprodutos e, ser eficiente na inativação de 

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre outros agentes patogêncos. Entretanto 

um dos poucos problemas relacionados ao processo de desinfecção por luz UV é 

o fato dele não deixar residual assim que o efluente sai do reator (HASSEN et al., 

2000). 

Quando o DNA ou RNA é exposto à luz UV elétrons penetram e quebram 

as bases causando danos à estrutura dos ácidos nucleotídicos, impedindo a 

replicação e a transcrição e, portanto a multiplicação do organismo, sendo que 

esta ação biocida é mais eficiente quando as lâmpadas emitem as radiações no 

comprimento de onda de 250 a 270 nm (LINDEN et al., 2001; ZIMMER et al., 

2003; HIJNEN et al., 2006). 

Avaliações in vivo da eficiência da luz UV indicam que doses < de 20 mJ 

cm2 geram inativação de 3 log (99,9 %) a 4 log (99,99 %) de oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. (ROSE et al., 2002; HAYES et al., 

2003; HIJNEN et al., 2006), porém, a pressão da lâmpada, a variação da 

irradiação emitida e a qualidade do liquido a ser desinfetado, são considerados 
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quando do ajuste de uma dose (HASSEN et a. 2000; ZIMMER et al., 2003), 

objetivando a total eficiência.  

Baixas doses de UV e a falta de efeito residual podem causar um dano sub-

letal ao DNA o que traria sérias implicações ao uso da luz UV como desinfetante. 

Os possíveis mecanismos envolvidos no reparo genético incluiriam a foto 

reparação (recuperação dos dímeros) e a foto reativação (reparo na excisão do 

gene ou da base e de enzimas) (ROCHELLE et al., 2004; ROCHELLE et al., 

2005), sendo que a possibilidade de reparo é inversamente relacionada com a 

dose (BELOSEVIC et al., 2001). 

Estudos recentes indicam que C. parvum e C. hominis possuem a maioria 

dos genes necessários para o reparo, mas, se feita a reativação, ela não permitira 

recuperar os níveis de infectividede existente antes da exposição, pois algumas 

proteínas essenciais à replicação são irreversivelmente danificadas. O fenômeno 

de reparo não foi observado em cistos de G. duodenalis, protozoário que se 

mostra muito sensível a radiação por UV (LINDEN et al., 2002; MORITA et al., 

2002; ROCHELLE et al., 2004; ROCHELLE et al., 2005). Porém, é necessário 

ressaltar que resultados discrepantes sobre a eficiência de inativação da luz UV 

em relação à Cryptosporidium spp. e Giardia spp são registrados na literatura em 

função do método de escolha para a avaliação da eficiência do processo de 

desinfecção. Hoje, apenas os métodos de cultivo celular e infectividade em animal 

são considerados válidos. 
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10. Metodologias para avaliação da eficiência de processos de desinfecção 

na inativação de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.  

A inativação de um agente patogênico pode ser definida como a perda da 

infectividade que é a habilidade de um organismo de sobreviver, infectar outro 

organismo e, se reproduzir, no caso dos parasitos obrigatórios (QUINTERO-

BETTANCOURT et al., 2002). É esta medida de infectividade que indica o risco de 

aquisição da enfermidade e a sua implicação em Saúde Pública. 

Muitos métodos têm sido utilizados para medir esta infectividade e inferir a 

eficiência de um processo de desinfecção de água ou esgoto. Entre os métodos in 

vitro estão a coloração com os corantes fluorogênicos vitais e os fluorogênicos 

SYTO-9 e SYTO 59, os testes de excistação e o cultivo celular e, o método in vivo 

de infectividade em animal. 

Métodos como a PCR (Polimerase Chain Reaction) e FISH (Fluorescent in 

Situ Hybridization) ou qualquer outro método que tenha como alvo rRNA ou mRNA 

superestimam a infectividade de oocistos ou cistos uma vez que estes ácidos 

permanecem estáveis por logos períodos sendo amplificados mesmo após a 

morte celular (GASSER e O’DONOGHUE, 1999; SUNNOTEL et al., 2006). 

Mais recentemente, houve a proposição do uso da FISH para a avaliação 

da infectividade, baseado na premissa de que organismos dados como não-

viáveis pela FISH, apresentam significativos danos estruturais à integridade da 

parede celular dos protozoários (GRACZYK et al., 2007). 

Os corantes fluorogênicos vitais PI (iodeto de propidio) e o DAPI (4’6- 

diamidino-2-phenylindol) amplamente difundidos, são baseados na permeabilidade 

da membrana, que permite ou não a inclusão dos corantes: o PI é um corante de 
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exclusão, ou seja, cora apenas células mortas ou muito injuriadas e o DAPI, um 

corante de inclusão para células com a membrana intacta, porém, estes corantes 

se ligam ao material nuclear e esta ligação, ocorre mesmo que a célula esteja 

morta. Com estes métodos, avalia-se apenas a injúria celular, sem indicar, no 

entanto, a atividade metabólica dos esporozoítos ou trofozoítos e assim, não são 

uma boa ferramenta para medir a infectividade (GASSER e O’DONOGHUE, 

1999). Mesmo quando associado à citometria de fluxo, o DAPI não apresentou 

correlação com o cultivo celular ou teste de infectividade animal (KATO e 

BOWMAN, 2002) e, em estudo onde foram aplicados juntos, DAPI e PI 

subestimaram a eficiência da luz UV e do processo de ozonização quando os 

resultados foram comparados ao cultivo celular e a infectividade animal 

(LABATIUK et al., 1991; FREIRE-SANTOS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2001). 

Ressalta-se que atualmente, o uso do DAPI restringe na análise ambiental, como 

um teste confirmatório da morfologia, por favorecer a visualização dos núcleos dos 

protozoários.  

Diferença de fluorescência dificulta a leitura dos corantes SYTO-9 e 

SYTO59, sendo indicado apenas para uso combinado com citometria de fluxo 

(NEUMAN et al., 2000b).  

Excistação é uma metodologia onde as condições enzimáticas estomacais 

de um animal vertebrado são simuladas in vitro e, por indução química, promove-

se a excistação dos esporozoíto/trofozoíto. Assume-se assim, que os oocistos e 

cistos excistados seriam infectantes e os que não excistaram estavam mortos. 

Esta afirmação não se mostrou válida, uma vez que oocistos considerados não 

viáveis por está técnica foram capazes de estabelecer infecções em camundongos 
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(NEUMANN et al., 2000a). Assim, a excistação indica apenas a capacidade do 

parasito em completar parte de seu ciclo; experimentos com cistos de G. muris 

expostos a luz UV indicaram infectividade inferior a 10,0 % quando utilizada o 

teste de infectividade animal enquanto que, com a metodologia de excistação, a 

infectividade foi superior a 80,0 %. Estes resultados indicam que, embora 

excistados, o dano ao DNA não permitiu o sucesso na replicação, reprodução e no 

estabelecimento da infecção nos camundongos, resultado que subestimou a 

eficiência da luz UV em inativar os cistos de G. muris (CRAIK et al., 2000). 

Com mais de 10 anos em pesquisas, várias linhagens celulares foram 

avaliadas para a realização da técnica de cultivo celular: HCT-8, AGS 

(adenocarcinoma estomacal humano) e Caco-2 (célula de adenocarcinoma do 

cólon) suportam o crescimento intracelular de Cryptosporidium spp. Estas 

camadas celulares são inoculadas com oocistos ou trofozoítos e após 48 ou 72 

horas, os pontos de infecção podem ser observados por coloração especifica ou 

uso da PCR (JOACHIM et al., 2003; CHOI et al., 2004). Embora seja considerada 

uma técnica fácil e sensível a um pequeno número de oocistos presentes em 

amostras ambientais as várias linhagens de células apresentam diferentes graus 

de sensibilidade de infecção ao protozoário, além de não permitir a propagação 

dos oocistos (NEUMANN et al., 2000; ROCHELLE et al., 2002; GIROUARD et al., 

2006). 

A técnica de cultivo celular é o único modo de avaliação da infectividade de 

C. homins (espécie responsável por 70,0 % das infecções de criptosporidiose 

humana), uma vez que esta espécie não infecta os modelos animais mais 

utilizados em experimentos de infectividade, como ratos e camundongos e, 
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apresenta o mesmo nível de infectividade que C. parvum no cultivo celular 

(JOHNSON et al., 2005). 

Em relação à Giardia spp., como este protozoário não é invasivo, habitando 

o lúmen intestinal de seu hospedeiro, o cultivo celular não pode ser aplicado para 

análise da infectividade deste parasito.  

O experimento de infectividade animal baseia-se na inoculação de um 

determinado patógeno em animais de laboratório como ratos, camundongos, 

gerbil, cobaias e, verificar se o ciclo destes parasitos é reproduzido nestes animais 

(NEUMANN et al., 2000; NOORDEEN et al., 2002). Porém, variáveis são inerentes 

à esta técnica, podendo apresentar: i) variabilidade biológica entre os isolados, ii) 

variabilidade imunológica (susceptibilidade/ resistência) individual dos animais 

utilizados, iii) diferentes e complexos protocolos entre os laboratórios e, iv) a 

necessidade de acompanhamento da infecção leva à necessidade de um tempo 

maior para se obter os resultados (CLANCY et al., 2000; ROCHELLE et al., 2002; 

THOMPSON, 2004). Técnica trabalhosa necessita ainda, no caso de inóculos 

provenientes de amostras de esgoto, de um eficiente protocolo de sanitização 

desta amostra.  

Embora com estas desvantagens, o teste de infectividade animal é o 

método que melhor promove uma medida direta na habilidade dos parasitos em 

causar a infecção, pois permite o completo desenvolvimento dos parasitos. 

Apresentando correlação com o cultivo celular, estas são as únicas metodologias 

atualmente válidas para avaliação da eficiência dos variados processos de 

desinfecção em amostras ambientais. 



____________________________________________________________________Objetivos 

Objetivo Geral 

 

 O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorrência de oocistos de 

Cryptosporidium spp e cistos Giardia spp. no esgoto recebido por uma Estação 

de Tratamento de Esgoto da cidade de Campinas e a eficiência desta na 

remoção destes patógenos. 

 

 Objetivos específicos:  

 

- Verificar a ocorrência de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de 

Giardia spp. no afluente (esgoto bruto), 

- Verificar a ocorrência de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de 

Giardia spp. no efluente (esgoto tratado), 

- Avaliar a eficiência do processo de tratamento de esgoto, adotado pela 

Estação, em remover oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia 

spp. e, 

- Avaliar a eficiência do processo de desinfecção por luz ultravioleta em 

inativar oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. 
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Material e Métodos 

1- Caracterização do local de estudo 

 Com uma área de 7,0 hectares, a Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) 

Samambaia está localizada no Bairro Tamoios, região leste de Campinas, divisa 

com o município de Valinhos (Fig.1). Foi inaugurada em 3 de julho de 2002, 

atendendo aproximadamente uma população de 60 mil habitantes de 25 bairros. 

Possui capacidade construída para uma vazão de 150 litros/s, porém durante todo 

o período de coleta de dados (segundo semestre de 2003, 2004 e primeiro 

semestre de 2005), funcionou com vazão de 70 litros/s. Esta estação recebe 

apenas esgoto doméstico que é tratado em nível secundário pelo processo de 

lodo ativado. Segue o fluxograma (Fig. 2) e uma breve descrição das etapas que 

compreendem o processo de tratamento do esgoto da ETE Samambaia: 

1) Estação elevatória de esgoto bruto: ao entrar na estação elevatória para 

ser bombeado, o esgoto bruto é gradeado em um cesto removível, com barras 

separadas com espaçamento de 4 cm para retirada dos sólidos grosseiros.  

2) Gradeamento fino: o esgoto passa por duas grades (espaçamento de 1 

cm entre as barras), sendo uma delas mecanizada com braços rotativos e a outra 

com limpeza manual, para eliminação dos resíduos finos. 

3) Caixa de areia: formada por canais retangulares onde o ar é introduzido 

na caixa através de sopradores. Com o objetivo de remover a areia do esgoto e 

impedir que passe às etapas de tratamentos subseqüentes causando desgastes, a 

aeração mantém a matéria orgânica em suspensão e a areia acumulada no fundo 

da caixa. 
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4) Lagoa aerada: o esgoto já gradeado e sem a areia, é lançado na lagoa 

aerada que constitui o alimento para a biomassa (composta principalmente por 

bactérias) que se forma na massa líquida e promove a decomposição aeróbica da 

matéria orgânica. Sobre esta lagoa ficam os aeradores flutuantes que tem a 

finalidade de introduzir oxigênio na massa líquida e proporcionar a 

homogeneização do conteúdo da lagoa.  

5) Decantadores secundários: o efluente gerado na lagoa aerada entra no 

decantador secundário onde será feita a clarificação do efluente final. É nesta fase 

que ocorre a separação do lodo floculado (biomassa) do efluente final tratado, que 

é lançado no córrego Samambaia. 

6) Digestor de lodo: o lodo excedente retirado da lagoa de aeração é 

enviado ao digestor, onde ocorre um processo biológico de degradação da matéria 

orgânica, na presença de oxigênio livre. Assim, o resultado é um lodo mais estável 

e sem odor. 

7) Desaguamento de lodo: consiste em aumentar à concentração de sólidos 

nele contido, por meio da retirada de água e desta forma a redução do volume do 

lodo. Para isto, o lodo é centrifugado e atinge uma porcentagem de 20,0 % de 

sólidos secos. O sobrenadante resultante do processo de centrifugação é 

devolvido para a estação elevatória (1a etapa do tratamento) para ser novamente 

tratado. O lodo desaguado, conhecido por lodo condicionado ou biossólido, é 

retirado mecanicamente e acondicionado em um container com capacidade de 14 

m3 de volume, antes do seu destino final.  
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8) Estação elevatória de recirculação e descarte do lodo: esta estação 

permite o retorno do lodo biológico à primeira lagoa de aeração e o descarte do 

lodo excedente para o digestor. 

Na ETE Samambaia existe duas lagoas de aeração, mas em função do 

menor volume de esgoto tratado, apenas a segunda lagoa está em 

funcionamento. Durante o período do estudo, todo o lodo excedente e desidratado 

era levado para a empresa Opersan de Jundiaí/SP, exposto à luz solar e 

distribuído para uso na agricultura. 

Todo o efluente tratado é lançado no córrego Samambaia que se une ao 

ribeirão Pinheiros, no município de Valinhos e juntos deságuam no Rio Atibaia. A 

descarga deste efluente ocorre a 2.000 m a montante do ponto de captação de 

água, de onde são colhidos 90,0 % da água usada para o abastecimento da 

cidade de Campinas.  

Não existe, em sua rotina, uma etapa de tratamento terciário (desinfecção), 

porém foi instalado, em fase de experimentação, um reator com 2 lâmpadas de luz 

ultravioleta (UV), modelo In-Line 250 Sistema de desinfecção UV de Líquidos – 

Alta Intensidade fabricado pela Germetec UV & IR Technology Ltda. Nesta 

etapa, parte do efluente tratado (vazão de 12 litros/s), foi desinfetada passando 

por este reator, ajustado com uma dose entre 25 a 30 mJ/cm2 e um tempo de 

contado do efluente com o UV de 5 segundos. Embora em fase de 

experimentação, este processo de desinfecção foi avaliado em escala real. 

O restante do efluente (cerca de 58 litros/s) é lançado no corpo receptor, 

sem qualquer processo de desinfecção. 
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O tempo de permanência do esgoto, desde sua entrada na ETE até o 

lançamento do efluente no córrego Samambaia, é de cerca de 50 horas, portanto, 

as coletas deste estudo foram realizadas em dias diferentes, ou seja, o efluente foi 

colhido cerca de 50 horas após a coleta do afluente, com a finalidade de se obter 

uma amostra do efluente correspondente àquela do afluente. 

 

Fig. 1. Foto aérea da ETE Samambaia, Bairro Tamoios, Campinas, SP (Fonte – 
Sociedade de Abastecimento de Água e Saneamento S/A SANASA). 
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Fig. 2. Fluxograma com as etapas do tratamento de esgoto. 
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2- Coleta das amostras e metodologias de concentração 

Para a avaliação da eficiência do processo de lodo ativado na remoção dos 

patógenos, foram selecionados três pontos de amostragem na ETE Samambaia, 

sendo analisados os seguintes tipos de amostra: i) afluente (AFL) que constitui o 

esgoto bruto, ii) efluente (EFL) após o tratamento de lodo ativado (nível 

secundário) e, iii) efluente desinfetado com UV (EFL+UV). Todas as amostras 

foram colhidas em frascos plásticos, previamente descontaminados e lavados com 

solução de eluição contendo Tween 80 a 0,1 %. Este procedimento foi feito para 

evitar que os possíveis oocistos e cistos presentes naturalmente nas amostras 

ficassem aderidos na parede do frasco. 

As amostras de afluente foram colhidas superficialmente, no vertedor (Fig. 

3), que é a saída do esgoto bruto da caixa de areia. Esta etapa é precedida pelo 

gradeamento e antecede ao despejo na lagoa de aeração. Tanto a etapa do 

gradeamento, como a etapa da caixa de areia, fazem parte do processo preliminar 

do tratamento do esgoto. Um litro do afluente foi colhido com frasco coletor e 

transferido para o frasco plástico descontaminado.  

 
 
Figura 3. Caixa de areia com o vertedor. 
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Dois litros do efluente tratado em nível secundário e aquele desinfetado por 

UV foram colhidos como descrito a seguir: para o efluente sem desinfecção por 

UV, o frasco de coleta foi colocado na calha de saída para o corpo d’água receptor 

e, para o efluente que passava pela desinfecção por UV, o frasco foi colocado no 

encanamento de saída do reator (Fig.4 a e b).  

ba

 
 
Figura 4. Saída do efluente da ETE Samambaia para o córrego Samambaia. a: 
calha de lançamento do efluente, b: calha de lançamento do efluente após 
desinfecção no reator de luz ultravioleta. 

 

Todas as amostras foram colhidas quinzenalmente durante 2 anos, no 

horário entre 12:30 e 14:00 horas, período de maior vazão da ETE Samambaia, 

porém, como o tempo de permanência do esgoto, da entrada na ETE até o 

lançamento do efluente no córrego Samambaia, é de cerca de 50 horas, as 

coletas neste trabalho foram realizadas em dias diferentes, ou seja, o efluente foi 
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colhido 2 dias após a coleta do afluente, com a finalidade de se obter o 

emparelhamento das amostras.  

Após a coleta as amostras foram levadas imediatamente para o Laboratório 

de Protozoologia do Departamento de Parasitologia, Instituto de Biologia, 

UNICAMP, em caixas térmicas a uma temperatura de cerca de 10oC, e 

processadas no mesmo dia.  

 

2.1. - Técnica de centrífugo-concentração 

No laboratório, as amostras do afluente foram concentradas e purificadas 

de acordo com protocolo modificado de Robertson et al. (2002), como descrito a 

seguir. 

Em tubos de centrífuga de 15 ml, foram colocados 5 ml da amostra 

previamente filtrada em peneira plástica de 1mm2, e completado com 10 ml de 

solução de eluição (diluição 1:3). A seguir, foram centrifugadas a 1.500 x g durante 

15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento final (com um volume 

de 1,0 ml) transferido para tubos de microcentrifugação e mantido sob refrigeração 

à 4oC.  

 

2.2. - Técnica de filtração em membrana 

Para a análise do efluente desinfetado ou não com UV, as amostras foram 

concentradas de acordo com protocolo modificado de Franco et al. (2001), como 

descrito a seguir. 
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As amostras foram filtradas em membranas de ésteres mistos de celulose, 

com 47 mm de diâmetro e porosidade nominal de 3 µm (marca Millipore), através 

de um sistema de filtração com bomba e porta filtro da marca Gelman.  

Em cada amostra de efluente um volume mínimo de 1.200 ml e máximo de 

2.000 ml dependendo da turbidez, foi filtrado com fluxo de 1 a 4 litros/ minutos. 

Após a filtração, as diversas membranas foram cuidadosamente retiradas e 

colocadas em placas plásticas estéreis para realizar a etapa de recuperação de 

cistos e oocistos eventualmente presentes nas amostras. Para tanto, a superfície 

das membranas foi raspada por 10 minutos com alça plástica macia seguida de 

lavagens manuais (por 10 minutos) com solução de eluição (Tween 80, 0,1%). 

Estas lavagens foram feitas alternadamente e o líquido resultante transferido para 

tubos cônicos e concentrado por centrifugação (1.050 x g; 10 minutos). O 

sobrenadante foi aspirado e o sedimento resultante lavado em água destilada e 

novamente submetido à centrifugação, nas mesmas condições.  

Após o descarte do sobrenadante, o sedimento desta segunda 

centrifugação, foi completado até o volume de 1 ml, transferido para tubos de 

microcentrifugação e mantidos sob refrigeração a 4o C . 

Os diversos sedimentos (do afluente e do efluente) foram posteriormente 

avaliados empregando o teste de reação de imunofluorescência direta (RID). 
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3- Visualização e enumeração por reação de imunofluorescência direta (RID) 

e teste confirmatório da morfologia dos protozoários com corante vital DAPI 

(4’, 6-diamidino-2-fenilindol) 

Com a finalidade de retirar alíquotas dos sedimentos para a realização da 

RID, as diversas amostras foram submetidas ao protocolo de homogenização 

segundo Redlinger et al. (2002), conforme segue.  

O tubo contendo a amostra concentrada foi agitado em vórtex Phoenix® 

AP-56, por 2 minutos e a seguir invertido 3 vezes com o propósito de tornar a 

distribuição de cistos e oocistos eventualmente presentes homogênea, sendo feita 

imediatamente a transferência de cada alíquota para o poço da lâmina de RID.  

Para as duas metodologias, uma ou mais alíquotas de 5 µl do sedimento 

final foram cuidadosamente espalhadas nos poços das lâminas para realização da 

RID. Após secagem em temperatura ambiente, as mesmas foram fixadas com 10 

µl (10 minutos) de metanol. A seguir, acrescentou-se uma gota do reagente 

contendo os anticorpos monoclonais sendo as diversas preparações mantidas por 

30 minutos em câmara úmida e protegidas da luz. 

Foi realizada uma lavagem utilizando-se a solução tampão fosfato (pH 7,5) 

presente no kit Merifluor® diluída (1:20) para retirar o excesso de anticorpo. Este 

procedimento foi realizado com a lâmina inclinada em 45o e, sem tocar o poço 

contendo as amostras. A remoção do excesso da solução tampão, foi realizada 

com papel absorvente. Em seguida, o corante vital DAPI foi aplicado na diluição 

de 1:2500 e mantido sobre proteção da luz por 10 minutos. 
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Após este período, foram realizadas 2 lavagens com 10 µl de solução 

tampão fosfato (pH 7,5) de 1 minuto cada, seguida de uma lavagem com água 

destilada (10 µl/1 minuto), sempre protegida da luz. 

Após estas lavagens, as lâminas ficaram em dessecador e protegidas da 

luz por 1 hora e, depois deste período, receberam uma gota de meio de 

montagem e foram cobertas com lamínula.  

O microscópio de epifluorescência para a visualização da RID possui filtro 

de excitação 450 a 490 nm e filtro de barreira de 520 nm e para visualização do 

DAPI filtro de excitação 365 a 400 nm e um filtro de barreira de 395 nm. 

O kit para reação de imunofluorescência direta utilizado neste trabalho foi o 

de marca comercial Merifluor (Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio), e o 

corante vital DAPI da Sigma Chemical, ambos validados pela Environmental 

Protection Agency (EPA), dos Estados Unidos da América. 

Os critérios de positividade considerados para as amostra foram: o tamanho 

e o formato similares aos cistos (8 a 14 µm) e oocistos (4 a 6 µm) presentes na 

amostra controle, o grau de fluorescência verde-maçã brilhante predominante na 

parede e mais fraca quando comparada com a fluorescência da parede dos cistos 

e oocistos, fluorescência sem difusão quando focada no microscópio e, 

visualização de caracteres morfológicos como axonemas, corpos medianos e 

núcleos para cistos e, número e presença de esporozoítos e sutura nos oocistos. 

Para ambos os organismos, foram observados a ausência de poros ou 

deformidades nas extremidades. 
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O corante de inclusão DAPI, utilizado como um teste confirmatório 

morfológico dos organismos encontrados, quando positivo para Cryptosporidium 

spp., os oocistos que o incluem, são observados, no microscópio, apresentando 

coloração azul-céu intensa e visualização de 1 a 4 núcleos também azuis dentro 

de 1 único oocisto. Nos cistos de Giardia spp., observa-se a coloração cor azul-

céu nos núcleos. 

Após a enumeração dos eventuais cistos e oocistos presentes nas 

amostras, o cálculo da estimativa do número de cistos e oocistos /L para cada 

amostra foi feito com base na fórmula: 

 

A

S

k

n
X ×=  

(a) 

sendo:  

X = concentração de oocistos ou cistos /L 

n = número de oocistos ou cistos visualizados na lâmina 

k = 5 (vol. de sedimento examinado = 5 µl) 

S = volume do sedimento obtido (µl) 

A = volume filtrado da amostra (L) 

 

Após a realização da RID, os tubos com as amostras foram centrifugados 

por 10 minutos a 1.050 x g, o sobrenadante descartado e ao sedimento resultante, 

acrescentado solução de dicromato de potássio a 2,0 % até o volume de 1 ml e 

mantidas sob refrigeração de 4oC. A adição do dicromato de potássio foi feita 
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visando a conservação das amostras e manutenção da infectividade dos cistos e 

oocistos presentes com a finalidade de possibilitar futuramente a realização do 

experimento de infectividade animal (item 5).  

 

4- Experimentos-controle da metodologia de detecção 

4.1- Experimentos controle-negativos. 

Os experimentos controle-negativo foram realizados para detectar possíveis 

contaminações durante o protocolo de filtração em membrana. Para isto, 2 litros 

de água destilada foram filtrados empregando-se o mesmo procedimento usado 

para as amostras de efluente como descrito no item 2.2. Este experimento 

controle foi realizado imediatamente após o experimento controle-positivo, descrito 

abaixo. 

 

4.2. - Experimentos controle-positivos. 

Um experimento controle-positivo foi realizado a cada 20 amostras naturais 

processadas, para avaliar a sensibilidade de recuperação de cistos e oocistos das 

duas metodologias utilizadas. Cinco mililitros de afluente e 2.000 ml de efluente 

foram contaminados artificialmente com uma suspensão contendo um número 

conhecido de cistos e oocistos e, processados com as metodologias de centrífugo-

concentração (item 2.1) e filtração em membrana (item 2.2), respectivamente.  

Para a contaminação artificial das amostras controle, com o propósito de 

estipular a dosagem a ser utilizada no experimento-controle, utilizou-se a 

suspensão “controle positivo” que acompanha o kit Merifluor. Para isso, efetuou-
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se a enumeração de organismos presentes na suspensão, através de contagem 

realizada em lâmina de imunofluorescênica, obtendo-se desta forma, o número de 

cistos e oocistos em 5 µl presentes em 3 poços da lâmina, respectivamente.  

A leitura destas 3 alíquotas foi feita por 3 microscopistas distintos e sem o 

conhecimento prévio do resultado de cada contagem, obtendo-se a seguir, o valor 

médio do número de formas presentes na preparação. Quando necessário e com 

base no valor médio de cistos e oocistos encontrado (> 102 formas/5 µl), a 

suspensão inicial foi diluída em solução tampão, sendo feita uma nova 

enumeração. 

Utilizou-se como inóculo a dosagem média de 3,44 x 103 oocistos e 4,20 x 

102 cistos, em cada experimento-controle realizado.  

Cinco mililitros de afluente e 2.000 ml de efluente (amostras naturais) eram 

concomitantemente analisados, para se verificar a presença intrínseca destes 

organismos nestas amostras. Em caso de positividade e considerando o cálculo 

da eficiência de recuperação (fórmula b), o número de cistos e oocistos 

encontrados nas amostras naturais era subtraído do valor referente às formas de 

resistência visualizadas e enumeradas nos poços das lâminas durante o 

processamento das amostras inoculadas artificialmente.  

Em ambos os casos, experimento-controle positivo (com afluente e efluente 

contaminados artificialmente) e experimento-controle negativo (somente água 

destilada), alíquotas de 5 µl do sedimento resultante do processamento, foram 

examinadas através de RID Após enumeração dos organismos na lâmina de RID, 

 

73



________________________________________________________________Material e Métodos  

o cálculo da eficiência de recuperação das metodologias foi realizado com a 

fórmula: 

100×=
i

r
Y  

(b) 

sendo, 

Y = eficiência de recuperação 

r = número de cistos e oocistos recuperados 

i = número de cistos e oocistos inoculados 

 

5- Experimento de infectividade animal 

Com o objetivo de conhecer a eficiência do reator de luz UV, instalado na 

ETE Samambaia, em inativar cistos de Giardia spp. no esgoto tratado, realizou-se 

um experimento de infectividade animal. Como oocistos de Cryptosporidium spp 

foram detectados apenas em uma amostra de efluente e cistos de Giardia spp 

foram frequentemente encontrados optou-se por realizar o experimento de 

infectividade animal apenas para cistos de Giardia spp. Para tanto o delineamento 

deste experimento foi constituído das seguintes etapas:  
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1. Sanitização das amostras de efluente (tratado ou não pela luz UV). 

2. Inoculação intragástrica das amostras de efluentes, em camundongos 

linhagem BALB/c nude, mantidos em isolador, de acordo com os grupos 

tratamento. 

3. Observação diária dos animais para verificar a presença de sinais 

clínicos. 

4. Coleta diária das fezes, a partir do 5o dia, até o 15o dia após inoculação. 

5. Concentração das fezes dos animais em solução de sulfato de zinco, 

para a pesquisa de cistos. 

6. Necrópsia dos animais e análise macroscópica e microscópica dos 

intestinos: 

 6.1. Histologia do duodeno. 

 6.2.Confecção das preparações por aposição dos segmentos 

intestinais e coloração por Giemsa. 

 6.3.Exame a fresco do raspado da mucosa dos segmentos intestinais 

para a pesquisa de trofozoítos e, mediante coloração por Giemsa. 

7. Análise e interpretação dos resultados. * 

 
*O encontro de cistos ou trofozoítos em alguma destas análises, foi 

interpretado como evidencia direta do estabelecimento de uma infecção. 
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5.1. - Grupos de tratamento 

Os animais utilizados no experimento de infectividade foram divididos em 4 

grupos distintos, de acordo com a amostra inoculada: 

- Efluente sem desinfecção por luz UV (EFL). 

- Efluente desinfetado por luz UV (EFL+UV). 

- Efluente livre de cistos de Giardia spp. (EFLF) 

- Sentinela (ST). 

 

5.2. - Critérios de escolha das amostras de efluente utilizadas no 

experimento de infectividade animal.  

Das amostras de efluente examinadas no período de maio a junho de 2004, 

e que foram positivas para cistos de Giardia spp. (cerca de 7 cistos/em cada 

alíquota de 5 µl), 5 foram sorteadas para o experimento de infectividade. 

Outras 5 amostras de efluente, anteriormente processadas mediante a 

técnica de filtração em membrana (item 2.2) foram também selecionadas e 

constituíram o grupo controle-negativo com a finalidade de atestar a eficiência do 

protocolo de sanitização das amostras. Para tanto, essas amostras foram 

novamente submetidas à filtração em membrana (item 2.2) com o propósito de 

tornar o filtrado deste processo, livre de cistos de Giardia spp., sendo designada 

como EFLF (efluente filtrado). 

Previamente à inoculação dos animais, as diversas amostras dos diferentes 

grupos de tratamento foram sanitizadas, visando a eliminação de outros agentes 

patogênicos eventualmente presentes no efluente da ETE Samambaia. 
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5.3. - Sanitização da amostra de efluente, positivo para cistos de Giardia 

spp. 

As diferentes amostras, mantidas em solução de dicromato de potássio 2,0 

% foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos, para promover a retirada do 

fixador. Após descarte do sobrenadante, o volume de 1 ml foi completado com 

solução tampão fosfato estéril (0,01 mol L-1 – pH 7.2), o sedimento ressuspenso 

no vórtex e novamente centrifugado na mesma velocidade e tempo. Após uma 

segunda lavagem, as amostras foram homogeneizadas e unidas em tubos de 

centrífuga de 15 ml de volume total. Procedeu-se a nova centrifugação nas 

mesmas condições, retirou-se o sobrenadante e acrescentando solução tampão 

fosfato salino estéril na diluição de 1:1. 

A seguir adicionou-se o hipoclorito de sódio 1,0 % (1:1) e após 

homogeneização no vórtex os tubos foram refrigerados 4o C por 60 minutos, com a 

finalidade de não permitir o desencistamento. Na seqüência, os tubos foram 

centrifugados a 1.500 x g por 15 minutos, o sobrenadante descartado e realizadas 

3 lavagens sucessivas com solução tampão fosfato salino estéril para retirada dos 

resíduos da solução de hipoclorito de sódio.  

Finalmente, procedeu-se a última lavagem e ao sedimento resultante, 

adicionou-se solução tampão fosfato salino estéril (1:1) sendo os tubos mantidos 

sob refrigeração (4o C) por 48 horas, até a inoculação nos animais. 
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5.4. - Inoculação das amostras e manutenção dos animais 

Os camundongos foram colocados em caixas, individualizados por grupo, 

em isolador de primeiro uso, um dia antes da inoculação para adaptação 

(PASSOS e ALVES, 1996).  

Todo o experimento foi realizado no isolador asséptico, assim, a maravalha, 

a ração e a água mantidas dentro do isolador foram fornecidas pelo CEMIB 

(Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica), autoclavadas.  

Dentro do isolador, cada animal (com exceção do animal sentinela) foi 

inoculado intragástricamente com 10 µl de cada amostra (EFL, EFL+UV e EFLF). 

Camundongos fêmeas da linhagem BABL/c nude com idade variando entre 

3 e 4 semanas, foram obtidos do CEMIB desta Universidade, sendo os animais 

distribuídos em 4 grupos de tratamento distintos de acordo com a amostra 

inoculada: 

a) EFL: n = 3; 

b) EFL+UV: n = 3; 

c) EFLF: n = 2;  

d) ST: n = 1.  

Foram inoculados 10 µl de amostra em cada animal, o que resultou na dose 

de 17,2 cistos (EFL+UV) e 11,6 cistos (EFL). Estas dosagens foram estimadas 

com base no número observado, previamente, em 5 µl de amostra, obtidos 

durante a leitura da lâmina de RID (item 3). 
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As fezes dos animais coletadas foram colocadas em tubos de 

microcentrifugação e conservadas em dicromato de potássio 2,0 % para serem 

concentradas posteriormente e observada a eliminação ou não, de cistos.  

Todo o material utilizado para a coleta diária das fezes (tubos, frasco com 

dicromato de potássio, pipetas Pasteur, tesoura, canetas, etc.), foi previamente 

desinfetado com ácido peracético diluído em água (1:2) por 30 minutos, no porto 

de passagem do isolador. Ao final do experimento de infectividade, todo o isolador 

foi desinfetado com ácido peracético (1:1) por 30 minutos. O animal sentinela, 

introduzido junto com os animais tratados, foi utilizado como parâmetro para a 

ausência de possíveis patógenos dentro do isolador. 

O protocolo deste experimento de infectividade foi submetido para a 

Comissão de Ética em Experimentação Animal / CEEA-IB-UNICAMP (protocolo 

909-1), e aprovado por estar de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

(COBEA). 

 

5.5. - Necrópsia e análise macroscópica e microscópica dos intestinos 

No décimo quinto dia após a inoculação, todos os animais foram mortos por 

deslocamento cervical. 

O intestino delgado (duodeno e íleo) de cada camundongo foi removido e 

colocado em placa de Petri com solução de PBS e mantidos em estufa a 37o C. O 

primeiro centímetro do duodeno foi cortado e fixado em conservante de Raillet-

Henry para a confecção dos cortes histológicos. 
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Individualmente, o restante do intestino de cada animal, era retirado da 

estufa e analisado pelas seguintes técnicas:  

1) após corte longitudinal, o intestino foi invertido e suavemente passado 

em papel de filtro para retirada do excesso de fezes. Em seguida, efetuaram-se 

preparações por aposição, em lâminas limpas e secagem à temperatura ambiente. 

Após fixação com metanol por 5 minutos, as lâminas foram coradas com Giemsa 

(1:10) por 30 minutos, lavados em água corrente e deixados à temperatura 

ambiente para secar. A preparação foi recoberta com lamínula tendo-se 

adicionado uma gota do meio de montagem Cytoseal®, para posterior análise. 

Foram confeccionadas 2 lâminas para cada animal. 

2) raspado e lavado com solução tampão fosfato salina estéril e transferido 

para lâmina, sendo observado a fresco ou ainda, corado com Giemsa (1:10). Em 

ambas as preparações, objetivou-se a pesquisa de trofozoítos. 

3) cortado em pequenos pedaços e com solução tampão fosfato salino 

estéril levado ao vórtex por 3 minutos, transferido para uma lâmina limpa, corado 

com Giemsa (1:10) e observado na procura de trofozoítos. 

 

5.6. - Concentração das fezes 

As fezes dos diversos animais foram analisadas para se verificar a 

presença de cistos, utilizando a metodologia de flutuação em sulfato de zinco, 

segundo protocolo de Faust et al. (1939), descrito abaixo. 

Os tubos contendo as fezes foram centrifugados a 1.500 x g por 5 minutos 

para retirada da solução de dicromato de potássio. Após lavagem com água 
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destilada, a amostra de fezes foi transferida para tubos de centrífuga, acrescida de 

água destilada. Após 3 lavagens ( 650 x g por 5 minutos), foram adicionados 3 ml 

de solução de sulfato de zinco (d = 1,2), centrifugado a 145 x g por 3 minutos. 

Após transferência da amostra para uma lâmina e coloração com Lugol foi feita 

avaliação para a busca de cistos. 

  

5.7. - Cortes histológicos: preparação das peças 

Após remoção da solução de Raillet-Henry, o duodeno dos animais foi 

submetido à lavagem em água corrente por 30 minutos. Depois, foram colocados 

em desidratação seriada com álcool 70,0, 80,0 e 90,0 %, respectivamente, por 15 

minutos e, em álcool absoluto por 30 minutos, fazendo por 3 vezes a troca de 

álcool ao final de cada período. Finalmente, as preparações foram submersas em 

álcool e xilol na proporção de 1:1, por 15 minutos, sendo em seguida realizado 2 

banhos em xilol por 15 minutos. 

Após desidratação, as peças foram impregnadas em solução de xilol e 

parafina (1:1), por 30 minutos e a seguir, submersas em parafina líquida e 

acondicionadas em estufa a 56o C por 24 horas, para posterior realização dos 

cortes histológicos.  

 

5.8. - Cortes histológicos: corte das peças e coloração das lâminas 

Os blocos de parafina contendo o duodeno dos animais foram cortados em 

micrótomo com 5 µm de espessura e, em seguida, colocados sobre as lâminas; 

tendo-se adicionado uma gota de álcool 70,0 % e levados ao banho-maria por 1 
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minuto sendo em seguida transferidos para lâminas forradas com albumina 

glicerinada e levadas à estufa a 37o C. 

Após secagem, procedeu-se a desparafinização dos cortes (com banhos 

em xilol e álcool absoluto) e, a coloração por hematoxilina de Ehrlich, 

diferenciados com ácido clorídrico e corados com eosina. Depois de lavagens com 

álcool e xilol, a lâmina foi então montada com uma gota do meio de montagem 

Cytoseal®. 

 

6- Análise dos dados 

A eficiência do processo de lodo ativado em remover oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp foi considerada em função da 

fórmula:  

ER = n – k     (c) 

 

onde:  

ER = eficiência de remoção 

n = número de oocistos e cistos observados no afluente 

k = número de oocistos e cistos observados no efluente 

 

O Teste t de Student foi utilizado para a comparação do número médio de 

oocistos e cistos encontrados nas amostras de afluente e efluente e, nas amostras 

de efluente (EFL) e efluente desinfetado por UV (EFL+UV), assim como para 
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análise dos resultados do experimento de infectividade animal. Para isto, utilizou-

se o programa BioEstat versão 2.0. 

 



                                                                                                                                                        Resultados 

Resultados 

 

 Os resultados são apresentados em dois capítulos, como segue: 

 

- Capítulo 1: Evaluation of activated sludge treatment and the efficiency of the 

disinfection of Giardia spp cysts and Cryptosporidium oocysts by UV at sludge 

treatment plant in Campinas, south east of Brazil. (artigo publicado no periódico 

Water Sci. Technol. 54 (3): 89-94, 2006).  

 

- Capítulo 2: Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude, 

inoculados com cistos obtidos de efluente de esgoto desinfetado por luz UV (artigo 

submetido ao J. Water and Health). 
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efficiency of the disinfection of Giardia species cysts

and Cryptosporidium oocysts by UV at a sludge

treatment plant in Campinas, south-east Brazil

R. Cantusio Neto*,**, J.U. Santos* and R.M.B. Franco*

*Laboratory of Protozoology, Dept of Parasitology, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil
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Abstract Among many waterborne diseases the giardiasis and cryptosporidiosis are of particular public

health interest, because Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts can persist for long periods in the

environment, and both pathogenic protozoa have been implicated as the cause of many outbreaks of

gastroenteritis in the last 25 years. In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts’ removal by the

activated sludge process, and by UV reactor in inactivating cysts and oocysts in one wastewater treatment

plant (WWTP) of Campinas, three sampling points were selected for study: (1) influent, (2) treated effluent

without UV disinfection and (3) treated effluent with UV disinfection. Giardia spp. cysts prevailed with higher

density in the three different sample types. Cryptosporidium spp. oocysts were observed in only two

samples of influent and just one sample of treated sewage with UV disinfection. In the animal infectivity

assay for Giardia spp, one mouse of the UV treated group revealed trophozoites in intestinal scrapings.

The results of the present study indicate that treatment by activated sludge process delivered a reduction of

98.9% of cysts and 99.7% of oocysts and UV disinfection was not completely efficient regarding the

inactivation of Giardia cysts in the case of the WWTP studied.

Keywords Brazil; cysts; infectivity; oocysts; UV; wastewater

Introduction

Currently, water quality is of great concern in several countries worldwide due to its scar-

city and the possibility of contamination by a wide range of pathogenic organisms

(viruses, bacteria or protozoa) that may pose a health hazard to the human population

(Craun and Via, 1998). During 1971–1994, 740 waterborne outbreaks occurred in the

United States; protozoa were the most frequently identified cause of these outbreaks

(20%) and illness (78%). In this respect, giardiasis is today the most frequently diagnosed

waterborne disease (Thompson, 2004) and along with Cryptosporidium is the major pub-

lic health concern in water utilities in developed and developing nations.

In Brazil, the census of IBGE (IBGE, 2000) noted that only 20% of municipalities col-

lect and treat sewage before discharging it into the environment, which is a major source

of parasites.

Materials and methods

The Samambaia wastewater treatment plant (WWTP) uses a conventional sewage treat-

ment system based on screening, aeration and biological oxidation through activated

sludge, secondary clarification and disinfection of the secondary effluent with a dose of

25–30mJ/cm2 (medium-pressure UV) and an outflow of 7 L/sec.

In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts’ removal by the activated sludge

process, three sampling points were selected: (1) influent, (2) treated effluent without UV
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disinfection and (3) treated effluent with UV disinfection. During two years, samples

(influent: n ¼ 53; treated effluent without UV disinfection: n ¼ 53; treated effluent with UV

disinfection: n ¼ 38) were collected once in two weeks.

Efficiency of activated sludge in removing cysts and oocysts

To evaluate the removal efficiency of the activated sludge process the difference between

the number of cysts and oocysts present in the influent and in the effluent samples

was considered. Consequently, a parasitological analysis of the influent samples was

performed in accordance with Robertson et al. (2000), with minor modifications. After

centrifugation (1,500 £ g; 15min) the supernatant was discharged and the resultant pellet

was analysed for the presence of cysts and oocysts. Effluent samples (1,200–2,000mL,

following disinfection with UV or not) were examined after cellulose esters membrane

filtration (porosity of 3mm; diameter of 47mm – Milliporew). Each membrane was

submitted to sample elution by alternately scraping the membrane with a smooth-edged

plastic loop and rinsing with elution solution. The obtained solution was centrifuged at

1,050 £ g for 10min and the concentrated pellet was washed and centrifuged again

(Franco et al., 2001). The density of Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in both

samples was determined by fluorescent monoclonal antibody tests (IFA) (kit Merifluorw –

Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer’s instructions.

The samples were then kept in 2% potassium dichromate solution. Positive and

negative control trials were performed to evaluate methodology sensitivity and

any contamination of the equipment used. Giardia and Cryptosporidium suspensions

provided in the Merifluor kit as positive staining controls were pooled for use in control

spiking. For this purpose, the estimated number of oocysts/cysts was calculated by the

following formula:

x ¼ ½No: of ðooÞcysts £ 106�=½vol: of sample inwell�

£ ½vol: of pellet ð1mLÞ�=½vol: of sample ðmLÞ�

Animal infectivity assay

Since oocysts of Cryptosporidium spp. were detected in only one effluent sample, we

chose to evaluate the infectivity of Giardia spp. cysts. Groups of 3-4-week-old female

BABL/c nude immunodeficient mice (lineage Pasteur) were purchased from CEMIB

(Multidisciplinary Centre for Biological Investigation – UNICAMP), which ensured that

mice were free from all possible protozoan infections. The animals were allocated four

treatment groups in accordance with the inoculum: (1) treated effluent with UV disinfec-

tion (n ¼ 3); (2) treated effluent without UV disinfection (n ¼ 3); (3) effluent treated and

filtered in cellulose esters membrane (porosity 3mm) and thus presumably Giardia spp.

cysts-free (n ¼ 2); (4) sentinel animal – not inoculated (n ¼ 1). In order to prevent unde-

sirable microbial infection of these animals, previously to inoculation all samples were

sanitised with sodium hypochlorite at 1% (60min; 4 8C) and the bleach was washed out.

Each mouse (with the exception of the sentinel) was inoculated via intragastric with a

mean dosage of 14 cysts/10mL. The number of cysts in samples was determined by IFA.

Mice were kept in isolation in new cages. From day 5–15 p.i., all animals had their

faeces collected in 2% potassium dichromate solution. These faeces were assayed by zinc

flotation (specific gravity ¼ 1.2) for the presence of cysts. On day 15 p.i. all animals

were anaesthetised and necropsied. The small intestine of each mouse was removed and

placed in a Petri dish containing PBS solution. The mucosal scrapings of upper duode-

num and ileum were stained by Giemsa for the presence of trophozoites. Wet mounts
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of intestinal contents were also examined for trophozoites. Mice were recorded as

Giardia-infected if cysts or trophozoites were found in faecal specimens and positive

Giemsa staining of intestinal scrapings, respectively.

Statistical analysis

Student’s t-test with a p-value ,0.005 was used to analyse the data.

Results and discussion

With regards to the efficiency of recovery rates of cysts and oocysts (Table 1) achievable

by the different methodologies used in this study, the recovery above 100% for Giardia

cysts was attributed to a great inherent variation associated with the preparation by

dilution of the cysts and oocysts seeded suspension (Lindquist et al., 1999). The result of

the control trial designed for evaluating any contamination in the equipment used for

membrane filtration was negative.

Giardia spp. cysts were found in 90.5% of the influent samples (mean: 1.0 £ 105

cysts/L ^ 8.7), in 96.2% of effluent not treated by UV-light samples (mean: 1.1 £ 103

cysts/L ^ 1.0) and in 94.7% of UV-treated effluent samples (mean: 1.1 £ 103

cysts/L ^ 1.0). Cryptosporidium spp. oocysts were detected in only 6.4% of the raw

wastewater samples (mean: 6.0 £ 104 oocysts/L ^ 2.8) and in one sample of UV-treated

effluent (1.6 £ 102 oocysts/L). Although both parasites were found in this study, Giardia

spp. prevailed in all samples with higher density than Cryptosporidium (Figure 1). Our

results are similar to those of Briancesco and Bonadonna (2005), who also found variable

protozoa concentration in wastewater samples.

Many factors are involved in the environmental ecology of cryptosporidiosis and the

climate is considered to be one of the main ones; this infection exhibits a distinct season-

ality in Brazil associated with the rainy season (Rose et al., 2002). Besides, the occur-

rence of Cryptosporidium in surface natural waters is low in this country (Franco et al.,

2001; Hachich et al., 2004). Further, there are some difficulties related to the detection of

these protozoa in sewage samples because of their rich variety of microorganisms, their

complex organic and inorganic composition, and additionally, the lack of a standard

methodology for concentration of cysts and oocysts in wastewater samples. It should be

noted that cryptosporidial oocysts exhibit a great tendency to adhere to particulate matter

(Medema et al., 1998), usually present in these samples, which also would explain the

low percentage of positive samples for Cryptosporidium in this study.

When evaluating two procedures for detecting Cryptosporidium and Giardia in

sewage samples (ether clarification vs. saturated sucrose flotation), Santos et al. (2004)

found a significant difference (p ¼ 0.05) between the two protocols in respect to the

recovery of Giardia spp. cysts in favour of the ether clarification; the same did not occur

for Cryptosporidium oocysts.

Enumerations of Giardia spp. cysts in the influent and the effluent samples indicated

that in this study the activated sludge treatment reached a removal rate of 98.9% for the

cysts initially present in raw sewage, while for Cryptosporidium spp. oocysts the removal

Table 1 The efficiency of recovery of cysts and oocysts by the different methodologies used in this study

Microorganism Methodologies

Membrane filtration Centrifugal concentration

Giardia spp. 58.8% 124.0%
Cryptosporidium spp. 26.6% 65.8%
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rate was 99.7% (Figure 1). Considering both protozoa, the treatment’s effect was statisti-

cally significant (P , 0.005) between the Samambaia WWTP influent and effluent

samples (without being statistically significant (P , 0.005) between samples of effluent

UV treated or not). Data extracted from the literature show that the efficiency of activated

sludge in removal of these protozoa is variable: Payment et al. (2001) registered a rate of

Giardia cysts removal of 74.0% and Maturama et al. (1992) reported a Cryptosporidium

oocysts removal efficiency of 84.0%.

Despite a high removal rate attained in this study (98.9%), a portion of the Giardia

spp. cysts reached the environment by means of discharge of WWTP Samambaia-treated

effluent into the Pinheiros streams and from this to the Atibaia river. For this reason, it

was the purpose of this study to assess whether cysts exposed to treatment with UV radi-

ation would be capable of retaining their infectivity, given the risks to public health.

Thus, we chose to perform an animal infectivity assay because it is now well established

that vital dyes (such as 4,6-diamidino-2-phenylindole and propidium iodide) or in vitro

excystation cannot be relied upon to estimate cyst infectivity accurately post-UV treat-

ment; thus the former test using a suitable host model should be considered as the best

method to determine inactivation levels (Betancourt and Rose, 2004).

In this study, intragastric inoculation of Giardia cysts (recovered from effluent treated

or not by UV light) in mice resulted in the release of cysts in the faeces of six animals,

detected on days 5–15 p.i. corresponding to the post-inoculation period where other

researchers have identified a peak cyst excretion (Garcia et al., 2002). The cyst counts

were variable (data not shown). One mouse inoculated with effluent treated by UV radi-

ation that shed cysts in the faeces also had trophozoites observed in intestinal scraping

specimens; this fact was interpreted as direct evidence of the establishment of a patent

infection. The animals of effluent treated and filtered group and of the sentinel group did

not present infection (Table 2).

Ultraviolet radiation has been widely used in the USA as a microorganism reduction

technology for wastewater effluent, mainly for reduction of faecal coliform bacteria

Figure 1 Average cysts of Giardia spp. recovered for wastewater samples in wastewater treatment plant in

Brazil, during two years

Table 2 Presence of cysts in faeces and trophozoites in intestinal scrapings of mouse infectivity for

determining Giardia spp. cysts’ inactivation by UV light

Groups Presence of cysts Presence of trophozoites

Effluent þ UVa
þ

c (3/3) þ (1/3)
Effluent 2 UVb

þ (3/3) 2 (0/3)
Effluent filtrated (control group) 2

d (0/3) 2 (0/3)
Sentinel 2 (0/3) 2 (0/3)

Note: a ¼ effluent treated by UV. b ¼ effluent not treated by UV. c ¼ positive. d ¼ negative
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(Belosevic et al., 2001). Little is known about inactivation of Giardia spp. cysts by UV

disinfection in wastewater. Jolis et al. (2001) observed that coliform inactivation rates

decreased with the increase of particles greater than 7mm in suspension in the secondary

effluent.

When evaluating the influence of wastewater quality on the UV disinfection perform-

ance, in effluent samples presenting suspended solids (around 5–36mg/L) and turbidity

(around 2–44 NTU) the necessary dose for disinfecting this sample was 160mJ/cm2, 10

times higher than that needed for high-quality effluent samples (,2–3mg/L and 0.7–1.2

NTU) (Savoye et al., 2001).

Amoah et al. (2005) found that the addition of particulate matter was correlated with

a statistically significant reduction in C. parvum and G. muris inactivation of 0.8 log10

and 0.4 log10, respectively, even after the fluence was adjusted for increased absorbance

due to the presence of particles. These results indicate that the particulate matter present

in natural surface waters may interact with oocysts and cysts and thereby result in a

reduction in UV inactivation over and above that attributable to simple absorbance.

Various parameters affect UV radiation performance: differences in output among

different types of UV lamps, reactor designs, and chiefly the inability to measure the

lamp dose in practice (Betancourt and Rose, 2004); on the other hand, characteristics of

the liquid to be disinfected, such as turbidity and concentration of solids in suspension,

are considered significant parameters for disinfections (Darby et al., 1993).

In this investigation, the degree of solids in suspension and turbidity showed that the

effluent quality was highly variable throughout the study period (Table 3). The reactiva-

tion of pathogenic protozoa is a controversial matter with respect to UV treatment

efficiency. It is well established that the primary mechanism responsible for cell injury

and loss of infectivity by UV radiation is damage to the structure and function of DNA;

while Belosevic et al. (2001) reported that there exists an inverse relationship between

the applied dose and the ability of an organism to repair its damaged DNA, when

studying a variety of conditions for the reactivation, Rochelle et al. (2005) concluded that

there is currently no evidence that UV-exposed Cryptosporidium oocysts can repair their

DNA sufficiently to regain pre-exposure levels of infectivity. Although the hypothesis of

that reactivation may have occurred, we believe that the results obtained in this study

were due to the operating conditions present in the WWTP: flow rate (14–15L/sec when

this UV reactor is designed for a flow rate of 7 L/sec) and effluent quality (some samples

attain a turbidity value of 25 NTU instead of ,2 NTU and solids in suspension reached

34mg/L when ,10mg/L is recommended) (Darby et al., 1993). To the authors’

knowledge there are no data in Brazil about the efficiency of Giardia cysts’ inactivation,

post-UV treatment, by means of animal infectivity assay. It is noteworthy that this study

was conducted in real scale and therefore subject to the variations of the operational

conditions of a WWTP.

Table 3 Data of effluent quality (turbidity and solids in suspensions) of wastewater treatment plant

Samambaia, Campinas/SP, Brazil, during two years

Quality parameter

First year Second year

Turbidity (NTU) SSa (mg/L) Turbidity (NTU) SS (mg/L)

Mean 5.72 8.87 6.34 13.65
Minimal 1.75 2.00 2.00 13.00
Maximal 25.10 34.00 18.44 21.00

Note: a ¼ solids in suspension
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Conclusions

The results of our studies suggest that: (1) the treatment of activated sludge promoted a

reduction of cysts of Giardia spp. (98.9%) and oocysts of Cryptosporidium spp. (99.7%)

when the influent and effluent samples were compared; (2) trophozoites were observed in

the intestinal scrapings of one mouse which provide direct evidence that the efficiency of

inactivation of cysts of Giardia spp., post-UV treatment, in the field conditions of the

WWTP studied, was not complete.

References

Amoah, K., Craik, S., Smith, D.W. and Belosevic, M. (2005). Inactivation of Cryptosporidium oocysts and

Giardia cysts by ultraviolet light in the presence of natural particulate matter. J. Wat., 165–178.

Belosevic, M., Craik, S.A., Stafford, J.L., Neumann, N.F., Kruithof, J. and Smith, D.W. (2001). Studies on

the resistance/reactivation of Giardia muris cysts and Cryptosporidium parvum oocysts exposed to

medium-pressure ultraviolet radiation. FEMS Microbiol. Lett., 204, 197–203.

Betancourt, W.Q. and Rose, J.B. (2004). Drinking water treatment processes for removal of Cryptosporidium

and Giardia. Vet. Parasitol., 126(1–2), 219–234.

Briancesco, R. and Bonadonna, L. (2005). An Italian study on Cryptosporidium and Giardia in wastewater,

fresh water and treated water. Env. Monit. Assess., 104, 445–457.

Craun, G.F. and Via, S.H. (1998). Waterborne outbreaks of cryptosporidiosis. J. AWWA, 90, 91.

Darby, J.L., Snider, K.E. and Tchobanoglous, G. (1993). Ultraviolet disinfection for wastewater reclamation

and reuse subject to restrictive standards. Wat. Env. Res., 65(2), 169–180.

Franco, R.M.B., Rocha-Eberhardt, R. and Cantusio Neto, R. (2001). Occurrence of Cryptosporidium oocysts

and Giardia cysts in raw water from the Atibaia river, Campinas, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo,

43(2), 109–111.
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Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude, inoculados 
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Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude, inoculados 

com cistos obtidos de efluente de esgoto desinfetado por luz UV 

 

Resumo 

Giardia spp. é um protozoário que causa gastroenterite no homem e outros 

animais e é muito comum nos países em desenvolvimento. Em função de seu 

grande potencial de veiculação hídrica, nas últimas décadas, muitos surtos 

epidêmicos têm sido registrados no mundo e, o esgoto doméstico foi a fonte de 

contaminação dos mananciais, na maior parte deles. Na cidade de Campinas/SP a 

giardiose é endêmica, e este patógeno é detectado em altas concentrações tanto 

no esgoto bruto como no tratado. Cistos recuperados do efluente de esgoto de 

uma Estação de Tratamento de Campinas, cujo tratamento é feito em nível 

secundário pelo processo do lodo ativado, foram avaliados quanto à sua 

infectividade. Para isso, camundongos BALB/c nude foram inoculados 

intragastricamente com cistos de Giardia spp. desinfetados ou não por luz UV. 

Todos os animais inoculados com cistos desinfetados pela luz UV desenvolveram 

a infecção, apresentando um padrão de eliminação de cistos semelhante ao dos 

animais inoculados com cistos sem a desinfecção por luz UV, porém, com uma 

concentração inferior. Além dos cistos nas fezes, trofozoítos também foram 

observados nos cortes histológicos feito com o duodeno dos animais de ambos os 

grupos.   
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Introdução  

Giardia spp. é um parasito que causa gastroenterite no homem e outros 

animais, possui uma forma de resistência ambiental (cistos) que é frequentemente 

detectada em amostras de esgoto em altas concentrações: 103 a 104 cistos/litro 

(Carey et al., 2004, Santos et al., 2004).  

Este protozoário tem sido associado a numerosos surtos epidêmicos de 

veiculação hídrica nas últimas décadas em vários países, sendo considerado 

atualmente um sério problema de saúde pública (Linden et al., 2002). Giardia spp. 

foi responsável por 132 surtos epidêmicos de veiculação hídrica que ocorreram na 

América do Norte e Europa (Karanis et al., 2007). Na Noruega, 1.500 pessoas 

foram acometidas pela infecção, sendo considerado o maior surto epidêmico de 

giardiose já registrado, sendo que a transmissão dos cistos ocorreu via água 

distribuída à população e o esgoto foi considerado a provável fonte de 

contaminação do manancial de onde a água era captada (Robertson et al., 2006a 

e b). 

Um surto epidêmico de giardiose envolvendo dois modos de transmissão foi 

registrado em Boston (EUA): um grupo de crianças se contaminou inicialmente 

pelo contato com águas recreacionais. A partir destas crianças, um segundo modo 

de transmissão ocorreu: a forma inter-perssoal, assim, esta infecção se propagou 

com casos secundários, atingindo os familiares e as pessoas da comunidade que 

tinham relação com as crianças (Katz et al., 2006). 

Os processos convencionais de tratamento de esgoto promovem taxas 

variáveis de remoção deste patógeno, que vão de 26,0 a 99,0 % porém, não 
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ocorre a total remoção de cistos de Giardia spp. que, presentes no efluente do 

esgoto, alcançam o ambiente a partir do copo receptor da Estação de Tratamento 

de Esgoto (ETE) e, nem sempre as ETE aplicam um processo de desinfecção do 

efluente antes do lançamento. Além disso, cistos de Giardia spp. são resistentes 

aos processos de cloração normalmente usados pelas estações o que agrava este 

problema (Linden et al., 2002). Em função desta resistência, uma variedade de 

alternativas à desinfecção por cloração está sendo pesquisada e a radiação por 

luz ultravioleta (UV) tem recebido muita atenção principalmente por ter 

reconhecido poder de inativação de Giardia spp. e de Cryptosporidium spp., outro 

importante patógeno de veiculação hídrica (Rochelle et al., 2004). A radiação pela 

luz UV apresenta ainda as vantagens de ser um processo físico, sem adição de 

produtos químicos e não gerar subprodutos, como o que ocorre com a 

desinfecção por cloração gasosa e ozonização (Andreadakis et al., 1999, Hassen 

et al., 2000). 

Assim, uma vez no ambiente, a presença de cistos num manancial 

representa um risco potencial à saúde pública sendo necessário o monitoramento 

da eficiência dos processos de desinfecção em inativar este patógeno. A eficiência 

do processo de desinfecção de água e esgoto por luz UV tem sido avaliada por 

métodos como excistação in vitro, corantes fluorogêncios vitais (DAPI e PI) que, 

de uma maneira geral, subestimam a eficiência destes processos (Craik et al., 

2000; Jarmey-Swan et al., 2000; Neuman et al., 2000) e, não apresentam 

correlação com o cultivo celular e infectividade animal (Kato & Bowman, 2002). 

Atualmente, apenas os métodos de cultivo celular e infectividade animal 
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são considerados válidos para inferir a eficiência de desinfecção, isto porque 

somente estas metodologias permitem observar o desenvolvimento completo do 

ciclo de vida do parasito. Porém, como Giardia spp. é um protozoário extracelular, 

que se aloja no lúmen intestinal do hospedeiro, o cultivo celular não é uma 

metodologia de escolha para ele. Assim, o experimento de infectividade em animal 

é a única maneira de avaliar a infectividade deste importante e comum parasito de 

veiculação hídrica. No presente estudo, foi avaliado o padrão de eliminação de 

cistos e presença de trofozoítos, em animais inoculados com baixa dose de cistos 

que foram obtidos de amostras de efluente de esgoto (desinfetado ou não pela luz 

UV). Embora todos os animais inoculados com efluente tenham desenvolvido a 

infecção e, apresentado um padrão semelhante de eliminação de cistos, de uma 

forma geral, a infecção se mostrou mais branda no grupo de animais inoculados 

com os cistos que foram desinfetados pela luz UV. 

 

Material e Métodos 

A Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) Samambaia está localizada à 

sudeste de cidade de Campinas/SP (latitude sul: 22056’00’’ longitude w.Gr. 

47000’00’’) e trata aproximadamente 70 litros de esgoto doméstico/s pelo sistema 

de lodos ativados, que promove um tratamento em nível secundário. Neste tipo de 

tratamento, após a digestão aeróbia da matéria orgânica presente no esgoto bruto, 

ocorre a formação de flocos que são separados por gravidade, em tanques de 

decantação e, a parte líquida resultante é  o esgoto tratado (efluente), que é 

lançado no corpo hídrico sem desinfecção prévia. Porém, em caráter 
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experimental, mas operando em escala real, um reator In-Line 250 Sistema de 

desinfecção de líquidos por UV– Alta intensidade (Germetec UV & IR Technology 

Ltda), foi instalado na ETE e desinfeta o efluente com uma dose de 25 a 30 

mJ/cm2 (lâmpada UV de média pressão), e um fluxo de 14 a 15 litros de 

efluente/s. Durante 2 anos, dois litros do efluente desinfetado pela luz UV e do 

efluente previamente à desinfecção foram coletados quinzenalmente na estação, 

levados ao laboratório e processados no mesmo dia.  

 

Concentração e sanitização das amostras de efluente 

As amostras foram filtradas em membranas de ésteres de celulose 

(porosidade de 3 µm; diâmetro de 47 mm - Millipore) e, cada membrana foi 

eluída por raspagem com alças plásticas e macias alternadas com lavagens com 

solução de eluição e o líquido resultante, concentrado de acordo com o protocolo 

de Franco et al. (2001). A densidade de cistos de Giardia spp. foi determinada 

pela visualização com reação de imunofluorescência direta (RID) (kit Merifluor - 

Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio), e realizado um teste confirmatório da 

morfologia com corante vital DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindol). 

As amostras de efluente, positivas para cistos de Giardia spp., foram 

higienizadas previamente à inoculação nos animais, com hipoclorito de sódio a 1,0 

% (60 minutos; 4°C) e, após este período, lavadas com água destilada.  

 

Experimento de infectividade em animal 

Grupos de fêmeas de camundongo da linhagem BALB/c nude com idade de 
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3 a 4 semanas foram monitorizados pelo Laboratório de Controle de Qualidade 

Sanitária do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB/ 

UNICAMP), conforme metodologia descrita por Gilioli et al. (1996) e Gilioli et al. 

(2000). A mutação natural recessiva nude, descrita inicialmente por causar perda 

de pelos, com pequena sobrevida e baixa fertilidade, em camundongos 

homozigotos apresentam também um tipo rudimentar que acarreta redução no 

número de linfócitos induzindo a uma grande susceptibilidade às infecções. 

Os animais foram alocados em 4 grupos de acordo com o inóculo: i) 

efluente desinfetado por luz UV (EFL+UV; n = 3); ii) efluente sem desinfecção por 

UV (EFL; n = 3); iii) efluente filtrado em membrana de ésteres de celulose 

(porosidade 3 µm) e portanto livre de cistos de Giardia spp. (EFLF; n = 2) e iv) 

animal sentinela – controle negativo, que não recebeu nenhum inóculo (ST; n = 1).  

Todos os animais (com exceção do sentinela) foram inoculados intra-

gastricamente com uma dose média de 14 cistos/10 µl; número determinado 

previamente por RID.  

Os animais foram colocados em caixas individualizadas um dia antes da 

inoculação das amostras e mantidos em isolador confeccionado, testado e 

esterilizado exclusivamente para esta pesquisa. Foram observados durante os 15 

dias de experimento e, do 5° ao 15° dia após a inoculação, as fezes de todos os 

animais, foram diariamente coletadas e mantidas em dicromato de potássio a 2,0 

%. A pesquisa de cistos e trofozoítos foi realizada por análise à fresco das fezes e 

do conteúdo intestinal e, por confecção em lâminas coradas com Giemsa e por 

cortes histológicos de acordo com Cantusio Neto et al., (2006). A quantificação do 
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número de cistos pelo volume de fezes foi feita pela observação direta das formas 

parasitárias presentes em alíquotas de 10 µl com auxílio de micropipeta, do 

menisco positivo resultante da flutuação das fezes em solução de sulfato de zinco. 

A observação de cistos ou trofozoítos de Giardia spp. em qualquer uma das 

amostras analisadas após a necrópsia dos animais foi interpretada como 

evidencia direta de infecção. 

A análise estatística de comparação das médias foi realizada mediante o 

emprego do teste t de Student. O protocolo deste experimento de infectividade foi 

submetido e aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA), Instituto de Biologia-UNICAMP, sob o n° 909-1.  

 

Resultados  

Não foi observado nenhum sinal clínico da doença, como diarréia, nos 

animais de todos os grupos inoculados incluindo o animal sentinela, durante os 15 

dias de experimento. A análise à fresco do raspado intestinal de todos os animais 

realizada no mesmo dia da necropsia foi negativa para a presença de trofozoíto de 

Giardia spp.  

Não foram detectados cistos nas fezes dos animais inoculados com 

efluente filtrado em membrana com porosidade de 3 µm (EFLF) e nas fezes do 

animal sentinela (ST). Os resultados negativos no grupo de animais EFLF atestam 

a higienização realizada nas amostras de esgoto tratado previamente à inoculação 

nos animais e, a ausência de cistos no animal ST indica que não houve 

 

98



                                                                                                                                              Capítulo 2 

contaminação dentro do isolador. 

Os animais do grupo inoculado com efluente desinfetado por luz UV 

(EFL+UV) eliminaram cistos nas fezes do 5° dia ao 11° dia após a inoculação. Do 

12° dia até o final do experimento, nenhum cisto foi observado nas fezes desses 

animais. Os animais do grupo que receberam cistos do efluente não desinfetado 

pela luz UV (EFL) iniciaram a eliminação de cistos nas fezes também a partir do 5° 

dia após inoculação, porém, esta persistiu até o final do experimento (Fig.1). 
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Figura 1. Estimativa média do número de cistos observados nas fezes dos 3 
animais de cada grupo, colhidas do 5° dia ao 15° dia após a inoculação. 

 

Analisando os resultados nota-se um padrão similar de eliminação de cistos 

nas fezes dos animais BABL/c nude para os grupos EFL e EFL+UV, iniciada a 

partir do 5° dia após a inoculação, porém, com diferença estatística significativa 

entre elas (p ≤ 0,001), sendo que um menor número de cistos foi eliminado pelos 

animais inoculados com cistos irradiados pela luz UV. Este padrão foi 

caracterizado por uma variação de aumento e queda no número de cistos 
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eliminados, ao longo de todo o experimento.  

Os animais do grupo EFL eliminaram em média de 36,7 cistos/dia (variando 

de 8,3 a 41,6 cistos/dia) durante os 15 dias de experimento, com um maior 

número de cistos eliminados no 13° dia. O grupo de animais EFL+UV eliminou em 

média 16,6 cistos/ dia (variação de 8,3 a 33,3 cistos/dia), com número máximo de 

cistos eliminados no 11° dia.  

As lâminas confeccionadas por aposição do duodeno/íleo dos animais dos 

grupos EFLF e ST, não foram positivas para trofozoíto. Nos grupos inoculados 

com cistos, trofozoítos foram observados (Tab.1), sendo que em um animal do 

grupo EFL+UV, além de trofozoítos foram observados também cistos nas lâminas 

de aposição (Fig. 2). 

Tabela 1. Presença de cistos e trofozoítos nas fezes e em diferentes preparações 
realizadas a partir do jejuno e íleo de camundongos inoculados com cistos de 
Giardia spp., obtidos de esgoto tratado e desinfetado (ou não) pela luz UV. 
 

Grupos Cistos 

(fezes) 

Cistos 

(aposição) 

Trofozoítos 

(aposição) 

Trofozoítos 

(corte histológico) 

Efluente+ UVa +c (3/3) + (1/3) + (1/3) + (3/3) 

Efluenteb + (3/3) - d (0/3) + (2/3) + (3/3) 

Efluente filtrado - (0/2) - (0/2) - (0/2) - (0/2) 

Sentinela - (0/1) - (0/1) - (0/1) - (0/1)  

a = efluente desinfetado por UV. b = efluente sem desinfecção por UV. c = positivo. d = negativo. 
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a

b

a

Figura 2. Giardia spp. a: cisto observado em lâmina de aposição do íleo,
coloração por Giemsa (1.000x) b: trofozoíto observado em corte histológico
realizado com o duodeno (1.000x). 

 

A variabilidade intraespecífica da susceptibilidade dos animais utilizados 

nos experimentos de infectividade foi evidenciada pela diferença do número de 

cistos eliminados entre os animais que desenvolveram a infecção, durante todo o 

experimento (Fig. 3 a e b) e pelo número de trofozoítos encontrados nos cortes 

histológicos feitos com o intestino de cada animal (Fig. 4). 
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Figura 3 a. Número de cistos eliminados por animal inoculado com efluente de 
esgoto (sem desinfecção por luz UV), contendo cistos de Giardia spp.   
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Grupo EFL+UV 

Figura 3b. Número de cistos eliminados por animal inoculado com efluente de 
esgoto (desinfetado por luz UV), contendo cistos de Giardia spp.  
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Figura 4. Número de trofozoítos observados nas lâminas de corte histológico de 
cada animal inoculado com efluente de esgoto (desinfetado ou não por luz UV), 
contendo cistos de Giardia spp.   

 

Discussão 

Camundongos da linhagem BALB/c nude mostraram-se susceptíveis à uma 

baixa dose de cistos de Giardia spp., confirmando resultados de outros autores 

que obtiveram infecção em camundongos e ratos com uma dose de 5 cistos de G. 

muris /animal (Belosevic & Faubert, 1983; Hoff et al., 1985; Labatiuk et al., 1991; 
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Hayes et al., 2003). A mutação natural recessiva nude, que foi descrita 

inicialmente por causar perda de pelos em camundongos homozigotos, resultam 

em um timo rudimentar que acarreta redução no número de linfócitos que induz 

grande susceptibilidade às infecções, permitindo a utilização de um pequeno 

número de animais na realização de pesquisas (Pantelouris, 1968, Flanagan, 

1996). 

O padrão de eliminação de cistos, caracterizado por uma tendência de 

aumento seguida de queda no número de cistos foi semelhante ao observado em 

gerbils infectados com G. duodenalis (Meyer, 1990). A intermitência na eliminação 

dos cistos pode explicar o fato de algumas amostras de fezes colhidas durante o 

experimento serem negativas para cistos de Giardia spp., ou ainda pela 

eliminação de um número tão baixo de cistos que não permitiu sua detecção, 

considerando que a técnica utilizada é adequada para a recuperação de cistos em 

amostras fecais. No estudo de Hayes et al. (2003), animais inoculados com cistos 

de G. muris também expostos à luz UV, só foram considerados positivos para a 

infecção após análise do conteúdo intestinal, uma vez que na observação fecal, 

utilizando também a técnica de flutuação em sulfato de zinco, todas as amostras 

foram negativas.  

A detecção de cistos a partir do 5° dia após a inoculação, corrobora com os 

resultados obtidos por outros autores, onde a cinética da giardiose, em 

camundongos, apresenta uma definida correlação entre a dose e o período latente 

da infecção. Belosevic & Faubert (1983) inocularam entre 10 a 100 cistos/ 

camundongo que começaram a eliminar cistos nas fezes após o 5° dia da 
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inoculação.  

Existe uma marcante diferença na resposta à infecção: como a duração do 

período de patência e padrão de eliminação de cistos, para as diferentes 

linhagens de camundongos usadas em experimentos animais. Belosevic et al. 

(1984) avaliaram algumas dessas linhagens e, ao inocularem uma dose de 1.000 

cistos/camundongos adultos BALB/c, esta linhagem mostrou capacidade de 

eliminar a infecção num curto período de tempo quando comparado às outras 

linhagens.  

O estudo com modelos animais está sujeito às variabilidades (Hoff et al., 

1985; Clancy et al., 2000; Linden et al., 2002; Rochelle et al., 2002) que ocorrem 

devido à fatores intrínsecos do parasito como: integridade dos cistos inoculados e 

a cepa do parasito e, em relação ao hospedeiro, como a diferença de 

susceptibilidade individual à infecção (Belosevic & Faubert, 1986). A complexidade 

e o uso de protocolos diferentes são outros importantes fatores que favorecem a 

variabilidade de resultados nos experimentos de infectividade animal (Clancy et 

al., 2000). 

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que para a aquisição desta 

parasitose, baixas doses são suficientes, pois 100 % dos animais que receberam 

cerca de 14 cistos desenvolveram a infecção, mesmo com ausência de sinais 

clínicos. Os animais do grupo EFL+UV apresentaram padrões de comportamento 

da infecção semelhantes ao dos animais do grupo EFL, mas, de uma forma geral, 

a infecção se mostrou mais branda no grupo EFL+UV, o que poderia indicar a 
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ocorrência de um dano ao DNA causado pela radiação UV em alguns cistos. 

Ao inocular uma dose de 14 cistos/ animal, existe a possibilidade de que 

alguns destes cistos tenham sido inativados. Embora alguns trabalhos indiquem 

que Giardia spp. é susceptível à radiação de luz UV com dose menores que 20 

mJ/cm2, muitos fatores, entre eles a qualidade do líquido a ser desinfetado, 

influenciam na eficiência da desinfecção pela luz ultravioleta. Como a radiação 

deve atingir o protozoário diretamente para gerar danos ao DNA, a turbidez e os 

sólidos em suspensão são parâmetros significativos em relação a eficiência deste 

processo, pois podem causar refração e/ou absorção da radiação UV antes que 

ela alcance o patógeno (Darby et al., 1993). Jolis et al. (2001) observaram que a 

taxa de inativação de coliformes foi inversamente proporcional à quantidade de 

partículas maiores que 7 µm em amostras de efluente desinfetado por UV.  

É importante ressaltar que a ETE avaliada neste estudo apresentou 

problemas na qualidade do efluente produzido em função de falhas no tratamento, 

incluindo a quebra de equipamentos, gerando a elevação da idade do lodo ativado 

o que conseqüentemente, comprometeu o processo de tratamento do esgoto.  

Considerando que a turbidez das amostras que foram utilizadas no teste de 

infectividade animal variou de 1,75 a 25,00 NTU e, os sólidos em suspensão 

variaram de 2,00 a 34,00 mg/litro, estes fatores contribuíram para a baixa 

qualidade do efluente produzido o que poderia explicar a inativação parcial dos 

cistos de Giardia spp. presentes no efluente (Cantusio Neto et al., 2006).  

Estes resultados têm grande relevância em saúde pública: considerando-se 

que o método convencional de tratamento de esgoto por lodo ativado não 
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promove a remoção total de protozoários patogênicos e, a desinfecção por luz UV 

pode não inativá-los totalmente, previamente ao seu lançamento no ambiente, em 

um corpo hídrico. Assim, se este corpo hídrico é utilizado como fonte de captação 

de água para uma população, existe a possibilidade de que as pessoas, ao 

ingerirem esta água, se infectem com baixa dose de cistos e desenvolvam 

giardiose subclínica, como evidenciado a partir dos resultados obtidos neste 

estudo, quando modelos animais desenvolveram a forma subclínica desta 

parasitose. Desta forma, a falta de sintomas clínicos pode não levar à procura pelo 

tratamento e, com isso, esses indivíduos atuarão como uma importante fonte de 

dispersão do protozoário.  

Mesmo com sua inerente variabilidade, o teste de infectividade animal, 

ainda é o único método válido para avaliar a eficiência dos diversos processos de 

desinfecção em inativar cistos de Giardia spp., em amostras de água e esgoto. 

Assim, mais pesquisas são necessárias para a obtenção de protocolos 

padronizados, com o intuído de minimizar estas variáveis e obtermos um eficiente 

instrumento para uma vigilância epidemiológica sobre todo o esgoto tratado antes 

de seu lançamento no ambiente.  
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Considerações 

Desde que um aumento nos surtos epidêmicos de gastroenterite por veiculação 

hídrica foi notificado em todo o mundo, a preocupação com a qualidade dos 

mananciais aumentou. A degradação dos corpos hídricos é principalmente ocasionada 

pela descarga de esgotos que em geral são lançados in natura no ambiente e 

contamina as águas com organismos patogênicos. A falta de saneamento básico é 

refletida pelas doenças de veiculação hídrica que são responsáveis por 1 milhão de  

internações hospitalares no Brasil, cerca de 2/3 do total (FUNASA - Ministério da 

Saúde, 2002) sendo que, investimentos na área de abastecimento de água e 

esgotamento sanitário são mais efetivos a longo prazo na prevenção de doenças de 

veiculação hídrica do que programas de vacinação, por exemplo (www.sabesp.com.br). 

Segundo dados da Associação Brasileira da Infra-Estrutura e Indústrias de Base 

(ABDIB), serão necessários investimentos na ordem de R$ 10 bilhões por ano para 

diminuir de 63 anos para 20 anos a universalização dos serviços de tratamento de 

água e esgoto (www.abidic.gov.br). 

A ETE Samambaia trata o esgoto de aproximadamente 40 mil habitantes, 

distribuídos em 25 bairros e, ao ser inaugurada há 5 anos atrás, teve um custo de R$ 6 

milhões. Porém, a tendência atual de modelos para construção de ETE, que é a 

aplicação de processos anaeróbios combinados com processo de pós-tratamento 

aeróbio ou físico químico, necessita de investimentos maiores. ETE que operam com 

este sistema combinado custam cerca de R$ 50 milhões para a sua implantação, além 

do custo operacional. Porém, em alguns casos o custo operacional pode ser 

minimizado em função do tipo de construção escolhida.  
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Uma vez construída, a ETE necessita ter o seu funcionamento constantemente 

monitorado; investigações dos diversos patógenos presentes no esgoto bruto e a sua 

permanência ou não no esgoto tratado não são apenas um parâmetro do 

funcionamento da ETE, mas também um importante banco de informações. A detecção 

no esgoto de agentes etiológicos que causam enfermidades ao homem, pode indicar o 

nível de circulação dos mesmos na população atendida pela ETE, contribuindo para o 

conhecimento epidemiológico das enfermidades e dos riscos para a Saúde Pública 

(CARRARO et al., 2000). 

No afluente da ETE Samambaia, durante o biênio avaliado, com 

periodicidade quinzenal, cistos de Giardia spp. foram mais abundantes que 

oocistos de Cryptosporidium spp. em todas as amostras de esgoto avaliadas. A 

eficiência do processo de lodo ativado da ETE em remover estes patógenos, foi 

feita com base no número de oocistos e cistos observado no afluente e no 

efluente. O cuidado em emparelhar as amostras, colhendo o efluente após o 

tempo de detenção do tratamento da Estação, assegurou a correspondência entre 

elas, permitindo uma estimativa da real eficiência do tratamento (ROBERTSON et 

al., 2006).  

As metodologias empregadas neste estudo mostraram-se eficientes na 

detecção de cistos e oocistos em amostras de esgoto, bruto ou tratado. Um 

levantamento retrospectivo dos casos positivos de criptosporidiose nos centros de 

saúde que atendem à aquela região, poderia contribuir para elucidar a 

epidemiologia da criptosporidiose no município de Campinas. A idéia deste 

levantamento foi frustrada pela informação de que não são solicitados exames 
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visando a detecção de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais obtidas nos 

centros de saúde, mesmo com diagnóstico de diarréias, este protozoário não entra 

na lista dos patógenos a serem avaliados.  

A metodologia de concentração do esgoto bruto empregada neste estudo, 

que não incluía uma etapa de purificação teve por objetivo minimizar a perda dos 

protozoários que pode ocorrer quando se opta por uma metodologia com várias 

etapas laboratoriais e, a avaliação de pequenos volumes se mostrou eficiente para 

a detecção, sendo indicada para amostras onde altas concentrações de 

patógenos são plausíveis (HÄNNINEN et al. 2005, ZUCKERMAN et al.1997; 

CARRARO et al. 2000).  

Para o esgoto tratado, o processo de filtração em membrana baseado em 

uma metodologia já utilizada para a detecção de Cryptosporidium spp. e Giardia 

spp. em amostras de água bruta superficial, adaptada por Franco et al. (2001), 

mostrou-se também eficiente na recuperação de oocistos e cistos presentes no 

efluente de esgoto.  

Ambas as metodologias utilizadas nesta investigação são simples, fáceis e 

mostraram-se eficientes na recuperação de cistos de Giardia spp. e oocistos de 

Cryptosporidium spp. podendo ser adotadas pelas ETE, para um monitoramento 

da ocorrência destes protozoários patogênicos, desde que estas contem com 

recurso humano técnico especializado para as análises. As taxas de recuperação 

dos organismos obtidas nos experimentos controle positivo (58,8 e 124,0 % dos 

cistos, utilizando filtração em membrana e centrífugo concentração, 

respectivamente e, 26,6 e 65,8 % dos oocistos com filtração em membrana e 
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centrífugo concentração, respectivamente), atestam esta eficiência e, os 

resultados dos experimentos controle negativo, revelam a ausência de 

contaminação durante a execução de todas as análises realizadas no presente 

estudo.  

É digno de menção que, durante a leitura das diversas preparações 

empregando epifluorescência, RID, não foram observadas alterações morfológicas 

em alguns dos cistos detectados nas amostras de esgoto tratado (Fig. 1); embora 

uma comprovação definitiva somente seja obtida mediante bioensaio, tal fato 

evidencia que o processo de tratamento de esgoto por lodo ativado pode não 

causar danos significativos algum às formas de resistência deste protozoário. 

 

 

 

Figura 1. Cisto de Giardia spp. observado em amostra de efluente 
da ETE Samambaia. RID (500x) 

A despeito da alta taxa de remoção de cistos de Giardia spp., as formas 

presentes no efluente lançado pela ETE Samambaia no córrego Samambaia 

estavam infectantes mesmo após serem desinfetadas pela luz UV, o que foi 

comprovado no teste de infectividade em animal. O uso de um modelo animal 
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adequado para avaliação da infectividade de Giardia spp., como a linhagem 

BALB/c nude, permitiu a realização do experimento com número relativamente 

pequeno de animais e, embora com a variabilidade inerente ao teste de 

infectividade, os resultados mostraram-se coerentes, confirmando a aplicabilidade 

deste protocolo para análise na área ambiental.  

Vários fatores podem ter contribuído para a baixa eficiência do reator de luz 

UV na total inativação dos cistos, verificada neste estudo; dentre esses, pode-se 

considerar a baixa qualidade do efluente desinfetado, como indicado pela turbidez 

das amostras avaliadas, as variações do fluxo e o desígnio operacional que incluiu 

a vazão de 12 a 15 litros/s, na fase experimental, que correspondeu ao biênio na 

qual foi conduzida esta investigação.  

 A disposição de efluentes de esgoto tem sido uma constante preocupação 

por parte das ETE e dos órgãos ambientais, sendo que a avaliação prévia antes 

do seu lançamento é vista como uma importante ferramenta para um maior e 

melhor controle da contaminação dos mananciais em todo o mundo. Por isso, esta 

análise está sendo cada vez mais indicada por pesquisadores da área de 

parasitologia, saneamento e de Saúde Pública, como uma importante forma de 

conhecimento da epidemiologia destes patógenos e do grau de contaminação dos 

mananciais usados como fontes de captação de água para tratamento e 

distribuição (ROBERTSON, et al., 2006). 
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Conclusões 

1) Cistos de Giardia spp. foram detectados na maioria das amostras de 

afluente (90,5 %) da ETE Samambaia com uma concentração média de 1,0 x 105 

cistos/litro. 

2) Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em duas amostras de 

afluente (representando 3,7 % das amostras) em concentração média de 6,0 x 104 

oocistos/litro. 

3) Nas amostras de efluente da ETE Samambaia, cistos de Giardia spp. foram 

detectados em 96,2 % delas com uma concentração média de 1,1 x 103 

cistos/litro. 

4) Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em apenas uma 

amostra (2,6 %) na concentração de 1,6 x102 oocistos/litro.  

5) O processo de lodo ativado utilizado para o tratamento de esgoto da ETE 

Samambaia apresentou uma eficiência de 98,8 % na redução de cistos de Giardia 

spp. e de 99,7 % na redução de oocistos de Cryptosporidium spp. quando 

comparado o número de cistos detectados no esgoto bruto e no esgoto tratado. 

6) Nas condições avaliadas, o reator de luz U.V. instalado na ETE Samambaia 

não foi capaz de inativar totalmente os cistos de Giardia spp. remanescentes no 

esgoto tratado, como verificado em teste de infectividade animal. 

7) Camundongos da linhagem BALB/c nude inoculados com amostras de 

esgoto tratado e desinfetado por luz UV, contendo em média 14 cistos de Giardia 

spp. infectaram-se como evidenciado a partir da eliminação de cistos nas fezes e 
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da presença de trofozoítos observados nas lâminas de cortes histológicos. 
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